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Introduction 
 
The production of steroids is a very important target for the pharmaceutical sector because of 
the broad range of their therapeutic activities and their use to cure and prevent some kind of 
diseases in the important fields of endocrinology, oncology, rheumatology, gynaecology and 
others. 
 
Nowadays, these compounds are produced using a chemical approach or by its combination 
with microbiological biotransformations. Although this biotechnological approach has several 
advantages it has still some disadvantages that remain to be solved. 
 
Bacteria and specially fungi are used as biofactories to perform the biotransformations and 
deliver the products of interest, but these organisms might perform other modifications leading 
to undesired by-products, causing a dramatic reduction of production yields. 
 
Currently, synthetic synthons or low cost raw materials, such as cholesterol or phytosterols are 
used as a substrate for these biotransformations. 
 
Despite of the great knowledge acquired during the last 30 years on metabolic engineering of 
bacteria and fungi, it is surprising the few advances produced in the genetic improvement of 
steroid biocatalysts. This fact could be explained because performing à la carte genetic 
improvements in this kind of microorganisms is complicate in general. 
 
Taking into account these premises, the development of steroid production processes using 
improved biocatalysts by genetic and metabolic engineering tools has been the major goal of 
this Doctoral Thesis. 
 
Objectives 
 
In accordance to the importance of the steroid production for the pharmaceutical sector and 
assuming that no (or little) genetically optimized biofactories are used in the industry nowadays, 
we consider a crucial objective to explore the use of the metabolic and synthetic engineering 
technologies in order to obtain more efficient biofactories for these purposes. In this Thesis we 
have focused our aim on the production of pharmacologically active11α/β-hydroxylated steroids. 
 
In order to obtain this main goal, we defined the followed objectives: 
 
1. Production of 11α-hydroxylated steroids of pharmaceutical and industrial interest  from 
synthons and low cost raw materials such as cholesterol and phytosterols.  
 
2. Production of 11β-hydroxylated steroids of pharmaceutical and industrial interest  from 
synthons and low cost raw materials such as cholesterol and phytosterols.  
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Results and methodology 
 
Production of 11α-hydroxylated steroids 
 
In this work we have been able to develop recombinant corynebacteria harbouring the 11α-
hydroxylase activity of Rhizopus oryzae by transferring its CYP-CPR 11α-hydroxylase system to 
the bacteria. The recombinant bacteria are able to 11α-hydroxylate different steroids to 
generate pharmaceutical products such as 11αOH-androstenedione, 11αOH-
androstenediendione, 11αOH-deoxycorticosterone, 11αOH-progesterone, 11αOH-testoterone 
and 11αOH-dehydroepiandrosterone. 
 
In addition, using as hosts mutant mycobacteria able to produce androstenedione or 
androstenediendione from sterols, we have been able to introduce the CYP-CPR 11α-
hydroxylase system in these bacteria to deliver 11αOH-androstenedione and 11αOH-
androstenediendione in one step directly from phytosterols or cholesterol. As a proof of concept, 
we tested these processes in small bioreactors using industrial working conditions with 
successful results. 
 
Production of 11 β-hydroxylated steroids 
 
In order to achieve this goal, firstly, we have identified and isolated the CYP-CPR 11β-
hydroxylase system of the fungi Cochliobolus lunatus, using a combination of bioinformatics 
analysis of its genome and differential gene expression assays. In addition, we have identified a 
new cytochrome-protein-reductase (CPR). 
 
Using this CYP-CPR 11β-hydroxylase system we have developed recombinant corynebacteria 
harbouring this 11β-hydroxylase activity which allowed us not only to confirm the activity of the 
cloned system but also to construct a biofactory for producing different 11β-hydroxylated 
steroids. Thus, using recombinant corynebacteria, we have produced corticosterone from 
deoxycorticosterone, hydrocortisone from cortexolone and 11OH-androstenedione from 
androstenedione. 
 
On the other hand, as described above, using as hosts mutant mycobacteria able to produce 
androstenedione or androstenediendione from sterols, we have been able to introduce the 
CYP-CPR 11-hydroxylase system in these bacteria to deliver 11OH-androstenedione and 
11αOH-androstenediendione in one step directly from phytosterols or cholesterol. 
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Conclusions 
 
1. We have identified the CYP-CPR 11β-hydroxylase system of C. lunatus together with a new 
CPR. 
 
2. We have demonstrated that corynebacteria are excellent chassis to express CYP-CPR 
systems of fungal origin. Two proofs of concept have been performed in this work using the 
11α-hydroxylase of Rhizopus oryzae and the 11β-hydroxylase of Cochliobolus lunatus. 
 
3. We have demonstrated that mycobacteria can be also alternative chassis to express CYP-
CPR fungal systems. Two proofs of concept have been performed using the CYP-CPR systems 
belonging to R. oryzae and C. lunatus. 
 
4. We have demonstrated that is possible to insert 11α-hydroxylase and 11β-hydroxylase 
activities of the fungi within the sterol degradation pathway in order to produce hydroxylated 
steroids in one simple step from cholesterol or phytosterols. 
  
  
 
 
 
 
 
 
 
II. Resumen 
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La producción de esteroides resulta de gran interés para el sector farmacéutico debido al 
amplio rango de actividades terapéuticas que poseen estas moléculas, que han sido utilizadas 
para tratar y prevenir enfermedades en distintos campos clínicos tan relevantes como los de la 
endocrinología, la oncología, la reumatología o la ginecología entre otros. 
 
Actualmente, estos compuestos se producen por síntesis química o mediante su combinación 
con procesos de biotransformación microbiológicos, presentando estos últimos interesantes 
ventajas pero también algunos inconvenientes que han de ser reducidos. 
 
Los biocatalizadores empleados en las biotransformaciones son bacterias y hongos capaces de 
realizar las modificaciones químicas oportunas en estas moléculas dando lugar al compuesto 
de interés. Pero también pueden realizar modificaciones colaterales dando lugar a otros 
subproductos que hacen descender los rendimientos de producción. 
 
En general estas biotransformaciones se realizan partiendo de sintonas previamente 
sintetizadas o de materias primas de bajo coste como el colesterol o los fitosteroles. 
 
A pesar del enorme conocimiento actual en las tecnologías de ingeniería genética y metabólica, 
apenas se han realizado aportaciones en este sentido para la mejora genética de los 
biocatalizadores empleados en la industria de los esteroides. Esto es en parte comprensible, ya 
que realizar mejoras genéticas dirigidas en estos microorganismos es complicado. 
 
Por ello el desarrollo de nuevos procesos de producción de compuestos esteroideos de interés 
farmacológico e industrial utilizando biocatalizadores modificados mediante técnicas de 
ingeniería genética ha sido el objetivo principal de esta Tesis Doctoral. 
 
Objetivos 
 
Teniendo en cuenta la relevancia de la producción de los esteroides por biotransformación y 
asumiendo que los microorganismos empleados como biocatalizadores hasta la fecha están 
poco optimizados, resulta de gran interés la posibilidad de aplicar las modernas tecnologías de 
la ingeniería metabólica y la biología sintética para obtener microorganismos más eficientes 
que los actuales.  Por este motivo el trabajo realizado en esta Tesis Doctoral se ha centrado en 
la mejora de la producción de esteroides 11α- y 11β-hidroxilados farmacológicamente activos.  
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Para cumplir este propósito se definieron dos objetivos principales: 
 
1. Producción de esteroides 11α-hidroxilados de interés farmacológico e industrial a partir de 
sintonas y de materias primas de bajo coste, como colesterol y fitosteroles. 
 
2. Producción de esteroides 11β-hidroxilados de interés farmacológico e industrial a partir de 
sintonas y de materias primas de bajo coste, como colesterol y fitosteroles 
 
Resultados y Metodología 
 
Producción de esteroides 11α-hidroxilados 
 
En esta Tesis Doctoral se han desarrollado corinebacterias recombinantes que portan la 
actividad 11α-hidroxilasa del hongo Rhizopus oryzae mediante la clonación del sistema 
citocromo-reductasa (CYP-CPR). Estas bacterias han sido capaces de hidroxilar diferentes 
esteroides y generar moléculas de interés farmacológico o industrial como la 11αOH-
androstenediona, la 11αOH-androstadiendiona, la 11αOH-deoxicorticosterona, la 11αOH-
progesterona, la 11αOH-testoterona, y la 11αOH-deshidroepiandrosterona. 
 
Por otro lado se ha conseguido acoplar el sistema CYP-CPR de R. oryzae con la actividad 11α-
hidroxilasa a la cascada metabólica de micobacterias recombinantes productoras de 
androstenediona o androstadiendiona. De esta manera se ha conseguido producir 11αOH-
androstenediona o 11αOH-androstadiendiona en un solo paso desde fitosteroles o colesterol. 
 
Con estas últimas bacterias se han llevado a cabo, como prueba de concepto, 
biotransformaciones en biorreactores de 2 L utilizando condiciones de proceso similares a las 
industriales con resultados exitosos. 
 
Producción de esteroides 11β-hidroxilados 
 
Para cumplir este objetivo se ha tenido que identificar y aislar primero el sistema CYP-CPR 
implicado en la 11β-hidroxilación de esteroides del hongo Cochliobolus lunatus.  Para ello se 
han combinado los análisis bioinformáticos de su genoma con estudios de expresión génica en 
este hongo. 
 
Además de identificar el CYP responsable de la 11β-hidroxilación de C. lunatus se ha 
identificado una nueva citocromo reductasa (CPR) no descrita hasta la fecha. 
 
Una vez identificado el sistema CYP-CPR con actividad 11β-hidroxilasa se han desarrollado 
corynebacterias recombinantes portadoras de dicha actividad, permitiendo no solo confirmar la 
actividad del mismo, sino también constituyendo un nuevo sistema alternativo al hongo para 
realizar la 11β-hidroxilación de esteroides. 
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 Mediante estas Corynebacterias recombinantes se ha obtenido corticosterona a partir de 
deoxicorticosterona, cortisol a partir de cortexolona y 11OH-androstenediona a partir de 
androstenediona. 
 
También se ha podido acoplar el sistema CYP-CPR de C. lunatus con actividad 11β-hidroxilasa 
a la cascada metabólica de micobacterias recombinantes productoras de  androstenediona o 
androstadiendiona. De esta manera se obtenido en un solo paso 11OH-androstenediona o 
11OH-androstadiendiona desde fitosteroles o colesterol. 
 
Conclusiones 
 
1. Se ha identificado el sistema CYP-CPR responsable de la actividad 11β-hidroxilasa de 
Cochliobolus lunatus junto con una nueva CPR no descrita previamente en Cochliobolus 
lunatus. 
 
2. Se ha puesto de manifiesto que las corinebacterias pueden ser un chasis excelente para 
expresar sistemas CYP-CPR de hongos. Dicha prueba de concepto se ha realizado con la 
actividad 11α-hidroxilasa de Rhizopus oryzae y se ha ratificado con la actividad 11β-hidroxilasa 
de Cochliobolus lunatus. 
 
3. Se ha puesto de manifiesto que las micobacterias también pueden ser buenos chasis para 
expresar sistemas CYP-CPR de hongos utilizando para realizar esta prueba de concepto los 
sistemas CYP-CRP de R. oryzae y de C. lunatus. 
 
4. Se ha podido comprobar que en las micobacterias recombinantes portadoras de los sistemas 
CYP-CRP de los mencionados hongos es posible acoplar las actividades 11α-hidroxilasa y 
11β-hidroxilasa a la ruta de degradación de esteroles para producir de manera directa 
esteroides hidroxilados a partir de fitoesteroles o colesterol. 
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1. LOS COMPUESTOS ESTEROIDEOS: ESTEROIDES Y ESTEROLES 
 
Los esteroides son compuestos orgánicos de gran interés biológico, medioambiental e 
industrial que se encuentran ampliamente distribuidos en la naturaleza. Su estructura está 
formada por un esqueleto ciclopentanoperhidrofenantreno constituido por 17 carbonos que 
presenta tres ciclohexanos (anillos A, B y C) y un ciclopentano (anillo D) (Fig. I1). Los derivados 
de esta estructura básica presentan multitud de modificaciones estructurales que consisten en 
la diferente saturación de los anillos, la presencia de grupos metilo en las posiciones C10 y 
C13, la presencia de un grupo hidroxilo o carbonilo en C3 y la presencia de una cadena 
alifática en la posición C17 (JCBN, 1989), lo cual origina una gran variabilidad de esteroides. La 
longitud de la cadena lateral, así como la presencia de diferentes grupos funcionales (en 
configuración α o β), determinan las características químicas y fisiológicas propias de cada 
esteroide. 
Figura I1 Estructura del ciclopentanoperhidrofenantreno.  
 
Los esteroles son compuestos esteroideos que poseen un grupo hidroxilo en la posición C3 y 
que conservan la mayor parte del esqueleto del colestano, formado por el núcleo esteroideo y 
una cadena lateral de 8 átomos de carbono en posición C17. Entre los esteroles de origen 
natural destacan los fitosteroles en plantas (β-sitosterol, campesterol y estigmasterol), el 
ergosterol en hongos y el colesterol en células animales (Fig. I2).  
 
En los organismos eucariotas, los esteroles son constituyentes fundamentales de las 
membranas celulares, a las cuales confieren estabilidad e impermeabilidad (Nelson et al., 
2008); además son precursores de una gran variedad de productos con actividades biológicas 
específicas que afectan a un gran número de procesos celulares, algunos de ellos tan 
esenciales como la proliferación celular, control del ciclo celular y mecanismos básicos de 
reconocimiento intercelular, entre otros (Majewska, 2007).  
 
En lo referente a los organismos procariotas, se han descrito muy pocos casos en los que se 
encuentren evidencias de la síntesis de esteroides, como por ejemplo en algunas 
micobacterias (Lamb et al., 1998; Jackson et al., 2003), en Methylococcus capsulatus (Jackson 
et al., 2002; Lamb et al., 2007) y en Gemmata obscuriglobus (Pearson et al., 2003), aunque la 
funcionalidad de estos esteroides sintetizados en bacterias todavía no se conoce. Sin embargo, 
los esteroides pueden ser degradados por algunas bacterias capaces de utilizarlos como fuente 
de carbono y energía para su crecimiento. 
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Introducción Figura I2 Estructura de β-sitosterol (A), campesterol (B), estigmasterol (C) y colesterol (D) 
 
Fitosteroles es un término colectivo en el que se engloban los esteroles presentes en las 
plantas, siendo los principales β-sitosterol, campesterol y estigmasterol (Fig. I2.A; I2.B; I2.C). 
Todos presentan un grupo hidroxilo en posición C3 en configuración β, diferenciándose en la 
longitud y composición de la cadena lateral y por ende, en el número de carbonos, presentado 
29, 28 y 29 átomos de carbono, respectivamente. Se trata de moléculas muy presentes en la 
naturaleza, ya que forman parte de las membranas celulares de células vegetales, donde 
cumplen una función estructural semejante a la que tiene el colesterol en las membranas de las 
células animales (Nelson et al., 2008). 
 
Los fitosteroles y particularmente el β-sitosterol, son moléculas esenciales en plantas, no así 
para el ser humano. Son ingeridos en la dieta ya que están presentes en los vegetales. La 
absorción sistémica de los fitosteroles es muy baja y la mayoría son excretados en la bilis 
(Sudhop  et al., 2004; Sudhop  et al., 2005). Aunque no tienen la importancia metabólica de 
otros esteroles animales como el colesterol, se han descrito numerosos beneficios de su 
ingesta como la disminución del riesgo cardiovascular debido a una disminución sistémica del 
colesterol ya que inhiben competitivamente la absorción del mismo en el intestino (Berger et al., 
2004; Moruisi et al., 2006; Ellegard et al., 2007; Van Horn et al., 2008); existen también 
numerosos estudios sobre células cancerígenas donde la presencia de fitosteroles se relaciona 
con apoptosis (Awad et al., 2000; Awad et al., 2001) y estudios poblacionales en los que se 
sugiere una relación directa entre el incremento de fitosteroles en la dieta y la prevención de 
cáncer de estómago e intestino (Mendilaharsu et al., 1998; De Stefani et al., 2000). Además de 
su relevancia fisiológica, son considerados compuestos de interés por ser una materia prima en 
la producción de otros compuestos esteroideos de interés farmacológico y/o industrial.  
 
El colesterol (3-hidroxi-5,6-colesteno) (Fig. I2.D) es un esterol de 27 átomos de carbono en el 
que el grupo hidroxilo del C3 adopta una configuración β. Este alcohol policíclico es una de las 
moléculas más abundantes en la naturaleza, donde se encuentra formando parte de las 
membranas de las células animales (Slaytor y Bloch, 1965). Aunque es una molécula esencial 
para muchos animales, incluido el ser humano, los mamíferos no requieren la ingesta de 
colesterol en la dieta ya que todas las células pueden sintetizarlo a partir de precursores 
simples. Debido a que los mamíferos carecen de las enzimas necesarias para degradar el 
núcleo del colesterol, el exceso de éste se excreta con pequeñas modificaciones estructurales 
o bien transformado en otros compuestos esteroideos (ácidos biliares u hormonas esteroideas) 
(Björkhem y Eggertsen, 2001). 
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El colesterol tiene una gran importancia metabólica, ya que es el precursor inmediato de un 
gran número de compuestos tales como vitaminas, hormonas esteroideas y ácidos biliares 
(Miller, 1988; Björkhem y Eggertsen, 2001). Todas las hormonas esteroideas humanas derivan 
del colesterol. Las hormonas sexuales se producen en las gónadas masculinas y femeninas y 
en la placenta. Entre ellas se encuentran la progesterona, que regula el ciclo reproductivo 
femenino, y los andrógenos (como la testosterona) y estrógenos (como el estradiol), que 
influyen en el desarrollo de los caracteres sexuales secundarios masculinos y femeninos, 
respectivamente. Los ácidos y sales biliares son derivados hidrofílicos del colesterol que tienen 
un papel importante en la digestión, donde participan en la emulsión de las grasas de la dieta. 
La vitamina D también deriva de la molécula de colesterol. La vitamina D3 (colecalciferol), se 
forma en la piel a partir del 7-deshidrocolesterol en una reacción fotoquímica catalizada por el 
componente ultravioleta de la luz solar. Posteriormente es convertida por enzimas en el hígado 
y los riñones a 1,25-dihidroxicolecalciferol o colecalcitriol, la hormona bioactiva, que regula la 
absorción de calcio en el intestino y los niveles de calcio en riñones y huesos (Nelson et al., 
2008). En la corteza de la glándula adrenal se sintetizan dos clases de hormonas esteroideas: 
los mineralocorticoides (aldosterona), que regulan la reabsorción de iones inorgánicos (Na+, Cl-, 
y HCO3
-) por el riñón, y los glucocorticoides, que regulan al metabolismo de proteínas y 
carbohidratos y reducen la respuesta inmune, la inflamación y las respuestas alérgicas. 
 
2. PRODUCCIÓN INDUSTRIAL DE COMPUESTOS ESTEROIDEOS  
 
2.1. INTERÉS FARMACOLÓGICO Y BIOTECNOLÓGICO DE LOS COMPUESTOS 
ESTEROIDEOS 
 
Dada la importancia ya comentada de los esteroides resulta lógico que ocupen un lugar muy 
destacado entre los productos farmacéuticos, ya que se utilizan para tratar y prevenir un gran 
número de enfermedades en distintos campos clínicos tan relevantes como la endocrinología, 
la oncología, la reumatología, o la ginecología entre otros muchos (Fernandes et al., 2003). De 
hecho, los esteroides se clasifican habitualmente según la función que desempeñan, así como 
los principales objetivos de la industria farmacéutica, nos encontramos cinco clases de 
moléculas esteroideas: andrógenos, progestanos y estrógenos (comúnmente denominados 
hormonas sexuales), glucocorticoides y mineralocorticoides (denominados corticosteroides). La 
extensa gama de fármacos esteroídicos está continuamente en expansión y hoy en día 
disponemos de esteroides sintéticos y naturales con diferentes actividades terapéuticas: anti-
inflamatorios, inmunosupresores, progestacionales, diuréticos, agentes anabólicos y 
anticonceptivos. También se han aplicado con éxito para el tratamiento de algunas formas de 
cáncer de mama y de próstata, para combatir la osteoporosis, como agentes de sustitución en 
el tratamiento de la insuficiencia suprarrenal o hipofisaria, en la prevención de las 
enfermedades coronarias, como agentes antifúngicos, como ingredientes activos de los 
agentes contra la obesidad, y en la prevención y tratamiento de la infección por el VIH 
(Sedlaczek et al., 1988; Demain, 1992). 
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Además del interés para la industria farmacéutica, el estudio de los microorganismos capaces 
de degradar o transformar colesterol y otros esteroides ha permitido el desarrollo de 
biosensores de colesterol, de gran utilidad en el diagnóstico clínico (Arya et al., 2008; Jubete et 
al., 2009) y en la industria alimentaria (Jubete et al., 2009), y ha permitido descubrir la 
capacidad de algunas bacterias probióticas como los géneros Lactobacillus, Lactococcus, 
Enterococcus, Streptococcus o Bifidobacterium (Pereira y Gibson, 2002) para reducir los 
niveles de colesterol en sangre (Ooi y Liong, 2010). 
 
2.2. PRODUCCIÓN DE LOS COMPUESTOS ESTEROIDEOS. METODOLOGÍA ACTUAL 
 
La fabricación actual de esteroides y hormonas se basa en la combinación de tecnologías 
microbianas y la síntesis química (Fernandes et al, 2003; Donova, 2007). La producción de 
esteroides es uno de los mejores ejemplos de la aplicación exitosa de la biotecnología en los 
procesos industriales a gran escala. La investigación en este campo se inició con el anuncio en 
1949 de la Clínica Mayo sobre los efectos extraordinarios de la cortisona para aliviar los 
síntomas de la artritis reumatoide, que activó una investigación competitiva a nivel mundial y un 
esfuerzo de desarrollo dirigido hacia un único objetivo, la síntesis de los corticosteroides. El 
descubrimiento que dio en ese momento a la compañía farmacéutica Upjohn una gran ventaja 
competitiva en el campo de la fabricación de esteroides, fue el hallazgo de un hongo 
perteneciente al género Rhizopus que era capaz de introducir enzimáticamente un grupo 11α-
hidroxi directamente en la progesterona, que acababa de ser sintetizada a partir del 
estigmasterol de la soja. Este hecho supuso un gran avance ya que la hidroxilación en la 
posición 11 se realizaba en un solo paso y no en los 31 pasos que hasta el momento requería 
su síntesis química a partir de deoxicolato, reduciendo más de 200 veces el coste de 
producción. Este hallazgo fue decisivo para explicar el desarrollo posterior de la síntesis 
biotecnológica de los esteroides con actividad biológica (Hogg, 1992). 
 
La compleja estructura de los esteroides hace que para su síntesis química requiera procesos 
muy complejos en los que intervienen múltiples pasos de reacción y donde, teniendo en cuenta 
la sensibilidad de estos compuestos a la hidrólisis por una amplia variedad de productos 
químicos, las precauciones que deben tomarse son muy importantes ya que influyen 
decisivamente sobre el rendimiento final. A menudo la síntesis entraña la elaboración previa de 
intermediarios con grupos protegidos para su regeneración posterior una vez que la reacción 
esperada ha ocurrido, lo que en general limita los rendimientos de los procesos y los hace más 
costosos y lentos. La quiralidad de la estructura de muchos de estos compuestos añade 
complejidad al diseño del proceso. Más aún, la síntesis química también requiere el uso de 
reactivos tales como piridina, trióxido de azufre o dióxido de selenio que son peligrosos para la 
salud del personal implicado en los procesos de producción y constituyen un grave problema 
medioambiental y laboral. 
 
Frente a estos inconvenientes, la biotransformación de los esteroides se lleva a cabo en 
condiciones medioambientales más suaves y proporcionan una alternativa eficaz a la síntesis 
química, una vez que las limitaciones a menudo encontradas en lo que concierne a los 
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rendimientos y a los niveles de pureza de los productos se superan; es por ello que el uso de 
las biotransformaciones en los procesos de producción de medicamentos esteroideos y 
hormonas se han multiplicado (Mahato y Garay, 1997). 
 
La industria de esteroides por lo tanto utiliza conjuntamente la química y los métodos biológicos 
aprovechando los mejores aspectos de cada una, y así las biotransformaciones asociadas a la 
síntesis química han proporcionado las herramientas adecuadas para la producción de 
análogos de esteroides naturales o modificados a gran escala (Fernandes y Cabral, 2010). 
 
El uso de materias primas más baratas también ha sido determinante para reducir los costes 
de estos procesos. Los fitoesteroles junto con las sapogeninas como la diosgenina, hecogenina 
y solasodina, son una de las materias primas más empleadas en la industria farmacéutica para 
la producción de los esteroides. El estigmasterol, el β-sitosterol y el campesterol son los 
fitoesteroles más comúnmente utilizados. Los fitoesteroles se extraen habitualmente de la soja 
pero también se pueden obtener del pino o de los residuos de la industria papelera (Fernandes 
et al., 2003; Malaviya y Gomes, 2008). 
 
El colesterol, es otro de los materiales de partida utilizados en las biotransformaciones de 
esteroides, y se obtiene a partir de las grasas y aceites animales, como la manteca de cerdo, el 
sebo vacuno, la grasa de la leche o el aceite de pescado (Fernandes et al., 2003). Sin 
embargo, debido a los exhaustivos controles de calidad que deben realizarse sobre las 
materias primas de origen animal, actualmente los fitoesteroles son los más empleados. 
 
En muchas otras ocasiones el material de partida es una hormona o un esteroide ya purificado 
(e. g., 4-androsteno-3,17-diona (AD), 1,4-androstadieno-3,17-diona (ADD), testosterona, 
pregnenolona, etc.) al que se le pretende introducir una o unas pocas modificaciones químicas 
para transformarlo en otro producto farmacéutico, siendo por tanto considerados como sintonas 
para la industria farmacéutica (Fernandes y Cabral, 2010). Los procesos de producción de 
estas sintonas a partir de fitosteroles constituye actualmente uno de los principales objetivos de 
la industria de esteroides (Fernandes y Cabral, 2010).  
 
2.3. APLICACIÓN DE LA BIOTECNOLOGÍA BLANCA A LA PRODUCCIÓN DE LOS 
COMPUESTOS ESTEROIDEOS. LA BIOTRANSFORMACIÓN COMO METODOLOGÍA 
ALTERNATIVA 
 
La biotecnología blanca es la rama de la biotecnología dedicada a optimizar los procesos 
industriales, buscando reemplazar a las tecnologías contaminantes por otras limpias y más 
respetuosas con el medioambiente. Los avances más significativos en esta área son el uso de 
biocatalizadores, es decir, de enzimas u organismos, empleándolos como factorías para llevar 
a cabo bioprocesos. 
 
En el caso de los procesos de producción de compuestos esteroideos, como ya se ha 
expuesto, el uso de las biotransformaciones se ha tornado más común en las últimas décadas 
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(Mahato y Garay, 1997) debido las ventajas que presenta frente a la síntesis química.  Existen 
algunos esteroides que se producen exclusivamente mediante biotransformaciones, sin el 
empleo de estrategias conjuntas en las que se emplee la síntesis química. Los esteroides que 
más se producen mediante biotransformación son: cortisol (Cochliobolus lunatus), prednisolona 
(Arthrobacter simplex), 11α-hidroxiprogesterona (Rhizopus nigricans), triendiol (Septomyxa 
affinis) androstenediendiona (Mycobacterium sp.) y 1-deshidrotestololactona (Cylindrocarpon 
radicícola). 
 
Sin embargo, resulta extremadamente sorprendente que los procesos biotecnológicos que se 
vienen utilizando para la producción de esteroides sigan estando basados fundamentalmente 
en el uso de organismos salvajes o de mutantes obtenidos mediante tecnologías clásicas y, 
salvo algunas excepciones, los procesos basados en la tecnología recombinante no han sido 
aun suficientemente investigados e implementados en este importante sector.  Una explicación 
plausible es que son muy pocos los trabajos que se han realizado en este campo hasta la 
fecha probablemente debido, según apuntan algunos autores (Fernandes y Cabral, 2010), a 
que el sector químico orgánico, dominante en este campo, es poco proclive a la introducción de 
procesos biológicos que requieran de una investigación compleja en tecnologías (DNA 
recombinante), que no suelen ser utilizadas por esos grupos; también debe tenerse en cuenta 
que el mercado de los esteroides está muy consolidado y se mueve en estrechos márgenes de 
costes/beneficios, por lo que cualquier nuevo desarrollo, antes de ser implantado a escala 
industrial, tiene que demostrar una clara ventaja sobre el proceso tradicional. 
 
A pesar de las ventajas que presenta la síntesis de esteroides mediante biotransformación 
también presenta limitaciones en las que aún se debe trabajar, como son el rendimiento de 
transformación y la aparición de subproductos que dificultan la recuperación del producto de 
interés. Aunque algunas de estas biotransformaciones están bien definidas, en muchos casos 
no se conoce la enzima o la ruta que las lleva a cabo, resultando por tanto de vital importancia 
el conocimiento del organismo modelo para evitar biotransformaciones “en caja negra” y la 
identificación de nuevas reacciones que puedan ser potencialmente útiles (Fernandes et al., 
2003; Fernandes et al., 2007). 
 
Existen muchas enzimas capaces de llevar a cabo diversos tipos de modificaciones sobre los 
compuestos esteroideos: deshidrogenasas, reductasas, hidroxilasas, etc; sin embargo, cabe 
destacar los citocromos P450 debido a la gran variedad de modificaciones capaces de llevar a 
cabo y de su importancia biológica (Bernhardt, 2006). 
 
2.3.1. Los citocromos P450 
 
Los citocromos P450 (CYPs o P450s) representan una superfamilia de monooxigenasas que 
contienen un grupo hemo de tipo b. El grupo hemo es un grupo prostético constituido por un 
átomo de hierro coordinado con cuatro átomos de nitrógeno de la porfirina compuesta por un 
anillo tetrapirrólico con sustituyentes laterales (Fig. I3.A). Según los sustituyentes laterales que 
contenga las porfirinas se clasifican en mesoporfirinas, uroporfirinas, etioporfirinas y 
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protoporfirinas. Estas últimas son las más relevantes y presentan como sustituyentes 4 metilos, 
2 vinilos y 2 grupos propiónicos. El grupo hemo de tipo b está constituido por la protoporfirina 
IX y un átomo de hierro unido a ésta mediante cuatro enlaces de coordinación establecidos con 
los cuatro átomos de nitrógeno de la misma (Fig. I3.B). Además de los citocromos, la 
hemoglobina y la mioglobina son ejemplos de proteínas transportadoras de oxígeno que 
contienen como grupo prostético un grupo hemo de tipo b. En este caso, el hierro del grupo 
hemo se encuentra coordinado con una histidina de la proteína, mientras que en el caso de los 
citocromos la coordinación se produce con el grupo tiol de una cisteína. 
Figura I3 Estructura del núcleo de la porfirina (A) y del grupo hemo tipo b (B) 
 
El primer citocromo se identificó en microsomas hepáticos (Omura y Sato, 1962), donde 
inicialmente fueron identificados como “pigmentos” (de ahí la letra “P” de P450) que se unían a 
monóxido de carbono (CO). Los citocromos están ampliamente distribuidos, estando presentes 
en procariotas, normalmente solubles, y eucariotas como hongos, plantas, insectos y 
mamíferos, donde normalmente se encuentran asociados a membrana. Existen 57 citocromos 
en el genoma humano, 272 en Arabidopsis, 457 en arroz, 119 en el hongo Aspergillus nidulans 
y sólo 3 en la levadura Saccharomyces cerevisiae (Urlacher y  Girhard, 2012). Teniendo en 
cuenta las diferencias en el tamaño del genoma de todas ellas con respecto a las bacterias, en 
algunas de éstas los citocromos son bastante abundantes; siendo algunas actinobacterias 
destacables por presentar un número excepcionalmente elevado de citocromos (e.g. 20 CYPs 
en Mycobacterium tuberculosis H37Rv, 29 CYPs en Rhodococcus jostii RHA1 y 43 CYPs en 
Mycobacterium smegmatis) en contraste con la ausencia de los mismos en Escherichia coli 
(Ouellet et al., 2010; Hudson et al., 2012). En las últimas décadas estos citocromos bacterianos 
han sido muy estudiados porque dotan a las bacterias que los portan de la capacidad de 
degradar una gran variedad de fuentes de carbono inusuales. 
 
2.3.1.1. RELACIÓN CON LOS ESTEROIDES: IMPORTANCIA BIOLÓGICA E INDUSTRIAL 
 
Los citocromos han sido objeto de estudio entre otras cosas debido a su extraordinaria 
capacidad de catalizar reacciones de monooxigenación de una manera regio- y estéreo-
selectiva. Algunas de las enzimas pertenecientes a esta familia se caracterizan por presentar 
un estrecho rango de sustrato, principalmente las que están implicadas en rutas anabólicas, 
como por ejemplo en la síntesis de esteroides en animales y plantas, mientras que otros P450s 
presentan un amplio rango de sustrato, como ocurre con aquellos implicados en la degradación 
de compuestos xenobióticos (Guengerich, 1991). El interés por el estudio y aplicación 
biotecnológica de los citocromos no se debe exclusivamente a su capacidad de transformación 
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de compuestos esteroideos, sino que también han adquirido una gran relevancia debido a su 
implicación en síntesis de antibióticos, fármacos como el taxol (anticancerígeno) y la 
pravastatina (tratamiento para disminuir los niveles de colesterol en sangre) y en diversos 
procesos de biorremediación (Urlacher y Eiben, 2006; Munro et al., 2013; Sakaki et al., 2013).  
 
Los citocromos que mayor interés han suscitado y los más ampliamente estudiados han sido 
los citocromos humanos por su interés fisiológico y su implicación en importantes rutas 
metabólicas de síntesis de hormonas y vitaminas y de degradación de tóxicos. Los citocromos 
microsomales hepáticos humanos son los encargados de oxidar la mayoría de las drogas y 
compuestos xenobióticos que circulan por el cuerpo humano, como la cafeína, el taxol, el 
benzopireno, el etanol, las estatinas y el sildenafil (viagra) (Munro et al., 2013). Las 
modificaciones que introducen en estos compuestos normalmente incrementan la solubilidad 
de los mismos, facilitando así su excreción a través de la orina o la bilis (Crettol et al., 2010). 
Como se ha comentado anteriormente, existen numerosos citocromos que participan en 
procesos de síntesis de compuestos endógenos. Destacan los implicados en la síntesis y 
metabolismo del colesterol, biosíntesis de hormonas esteroideas y producción de ácidos 
biliares, ya que su alteración o deficiencia puede producir importantes enfermedades (Pikuleva 
y Waterman, 2013). El citocromo CYP51 es el único implicado en la síntesis de colesterol en 
humanos, proceso que requiere más de 30 reacciones diferentes. El CYP51 cataliza la 14α-
desmetilación del lanosterol y del 24,25-deshidrolanosterol, que constituyen los precursores del 
colesterol (Lepesheva y Waterman, 2007). Además, los productos generados por este 
citocromo constituyen compuestos intermediarios en las rutas de biosíntesis del ergosterol en 
hongos y de fitoesteroles en plantas (Lepesheva y Waterman, 2007). La síntesis de ácidos 
biliares se produce a partir de colesterol y tiene lugar a través de dos rutas. En la ruta clásica 
intervienen tres citocromos: CYP7A1, CYP8B1 y CYP27A1, donde se transforma el colesterol 
en  ácido cólico y ácido quenodesoxicólico (Pikuleva y Waterman, 2013). Cabe destacar la 
función del CYP27A1, que se expresa en todas las células del cuerpo y además de participar 
en la vía clásica también actúa sobre el colesterol presente en el resto de tejidos extra 
hepáticos, permitiendo la eliminación de éstos e iniciando la denominada vía alternativa de 
síntesis de ácidos biliares (Cali y Russell, 1991). En esta vía alternativa se requiere además la 
acción del citocromo CYP7B1 para que puedan sintetizarse los ácidos biliares (Schwarz et al., 
1997; Setchell et al., 1998; Schwarz et al., 2001). Además de estas dos vías de síntesis existe 
una tercera iniciada por el citocromo CYP46A1 en el cerebro, que es el órgano con mayor 
contenido en colesterol de todo el cuerpo humano y prácticamente la totalidad del mismo se 
sintetiza localmente (Saher et al., 2011). El colesterol es transformado para que pueda 
atravesar la barrera hematoencefálica y transportarse hasta el hígado donde es transformado 
en los ácidos biliares (Björkhem et al., 1997; Lund et al., 1999). Los ácidos biliares secundarios 
y terciarios se producen en el intestino a partir de los ácidos biliares primarios gracias a la 
actuación de las bacterias que componen la microbiota intestinal (Philipp, 2011). La síntesis de 
las hormonas esteroideas también se realiza a partir del colesterol. Entre los mamíferos existen 
seis citocromos esenciales para ello (Fig. I4).  
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Para la síntesis de hormonas sexuales (Fig. I4) la molécula de colesterol se transforma en 
pregnenolona por el citocromo mitocondrial CYP11A1 (denominado también P450scc, side 
chain cleavage) (Tuckey y Cameron, 1993; Miller y Auchus, 2011), constituyéndose el 
precursor de todas las hormonas esteroideas. La pregnenolona se transforma en progesterona 
mediante la enzima 3β-hidroxiesteroide deshidrogenasa/isomerasa (3β-HSD) (Lachance et al., 
1990). Esta enzima también cataliza la transformación de 17α-hidroxipregnenolona en 17α-
hidroxiprogesterona, deshidroepiandrosterona (DHEA) en androstenediona (AD) y 
androstenediol en testosterona. El citocromo microsomal CYP17A1 se localiza tanto en la 
corteza adrenal como en las gónadas presentando diferentes propiedades: en la corteza 
adrenal cataliza la 17α-hidroxilación de la progesterona, produciéndose la 17α-
hidroxiprogesterona que es utilizada en la síntesis de cortisol (glucocorticoides); mientras que 
en las gónadas, además de catalizar la conversión de pregnenolona y progesterona en 17α-
hidroxipregnenolona y 17α-hidroxiprogesterona, genera como productos finales DHEA y AD a 
partir de estos intermediarios (Nakajin et al., 1981; Liu et al., 2005). Tanto la DHEA como el AD 
son sustratos de la enzima 17β-hidroxiesteroide deshidrogenasa (17β-HSD) que catalizan su 
transformación en androstenediol y testosterona respectivamente (Moghrabi y Andersson, 
1998). A partir de la testosterona y por acción del citocromo microsomal CYP19A1 (aromatasa) 
se produce la síntesis de estradiol (Simpson et al., 1994). Este citocromo también puede actuar 
directamente sobre el AD para producir la estrona que es transformada finalmente en estradiol. 
También existen citocromos que participan en la síntesis de mineralocorticoides y 
glucocorticoides en la corteza de la glándula adrenal. En primer lugar, el citocromo CYP21A2 
transforma la progesterona y la 17α-hidroxiprogesterona en desoxicorticosterona (DOC) y 
cortexolona (también denominada desoxicortisol o Reichstein's Substance S, RSS), 
respectivamente (Kominami et al., 1980). La DOC es sustrato del citocromo mitocondrial 
CYP11B2 (aldosterona sintasa) que sintetiza la aldosterona, hormona que controla la 
reabsorción de iones inorgánicos por el riñón. Por otro lado, la RSS se transforma en cortisol 
(hidrocortisona, HC) por la acción del citocromo CYP11B1 (Peter et al., 1999; Bureik et al., 
2002). Existen además otros procesos esenciales para el cuerpo humano en el que están 
implicados los citocromos, como la síntesis de la vitamina D3 (colecalciferol) y de su forma 
bioactiva (colecalcitriol) (Akiba et al., 1980; Cheng et al., 2004; Schuster, 2011). 
 
Dada la importancia de los citocromos en la síntesis y modificación de esteroides en 
mamíferos, existe un gran interés por parte de la industria farmacéutica en utilizar estas 
enzimas para producir diferentes esteroides. De hecho son muchos los intentos que se han 
hecho hasta el momento tratando de trasladar citocromos a sistemas heterólogos (Dumas et 
al., 1996; Duport et al., 1998; Salamanca-Pinzón y Guengerich, 2011; Schiffer et al., 2015) 
siendo el principal inconveniente que la mayoría se expresan mal en dichos sistemas. Los más 
empleados siguen siendo los eucariotas como las levaduras, más próximos que los sistemas 
heterólogos de referencia, los bacterianos, pero aun así la expresión y la biotransformación in 
vivo no se produce a niveles adecuados para procesos industriales. 
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Siendo difícilmente salvables las dificultades de la expresión de citocromos humanos en 
sistemas heterólogos se han empleado también citocromos bacterianos y fúngicos, en lugar de 
los citocromos de mamíferos, suponiendo una interesante alternativa para la producción de 
derivados esteroideos (Agematu et al., 2006; Sugimoto et al., 2008). Sin embargo en este caso, 
la dificultad para la expresión no radica solamente en el hecho -ya de por si significativo- de ser 
un citocromo, sino en que además, en muchos casos, se conoce la capacidad de una bacteria 
u hongo para modificar el esteroide de interés, pero se desconoce el citocromo y la/s 
ferredoxina/ferredoxina reductasa que lleva/n a cabo dicha actividad. 
 
2.3.1.2. CARACTERÍSTICAS, PROPIEDADES Y FUNCIONES 
 
Los citocromos presentan unas propiedades espectroscópicas características debido al grupo 
hemo. Como se ha comentado, el grupo hemo se encuentra coordinado con los cuatro átomos 
de nitrógeno de la porfirina y el grupo tiolato de una cisteína altamente conservada 
evolutivamente (ligando proximal). La sexta posición de coordinación normalmente está 
ocupada por una molécula de agua (ligando distal) (Ortiz de Montellano, 2005), aunque 
algunos citocromos presentan dicha posición de coordinación libre (Rowland et al., 2006). En 
su estado estacionario, el hierro del grupo hemo se encuentra en estado oxidado (Fe3+). En 
presencia de un agente reductor, el hierro pasa del estado férrico (Fe3+) al estado ferroso 
(Fe2+), estado en el cual es capaz de unirse con el CO formando complejos Fe(II)-CO. Estos 
complejos presentan un espectro de absorción característico que presenta un máximo de 
absorción a 450 nm (por ello su designación como P450) (Klingenberg, 1958, Omura y Sato, 
1962). Este pico de absorción denominado banda de Soret se debe a la naturaleza de su 
ligando proximal, la cisteína evolutivamente conservada con la que interacciona el hierro. 
Cuando se produce la protonación del tiolato de la cisteína y se transforma en un grupo tiol, los 
citocromos se inactivan y presentan un pico de absorción a 420 nm (Perera et al., 2003, 
Dunford et al., 2007).  
 
La función clásica de los citocromos es catalizar la oxidación de compuestos orgánicos a través 
del grupo hemo, la cual consiste en la introducción de un átomo de oxígeno procedente del 
oxígeno molecular en el sustrato, que frecuentemente resulta en la hidroxilación del mismo, 
aunque existe gran diversidad de modificaciones posibles, mientras que el segundo átomo de 
oxígeno se reduce para formar una molécula de agua; siendo la estequiometria de la reacción:  
 
RH + O2 + 2e
- + 2H+ → OH-R+ H2O 
(RH: sustrato, OH-R: sustrato hidroxilado). 
 
Aunque las reacciones de hidroxilación son las más frecuentes, pueden catalizar un gran 
número de reacciones (e.g. epoxidaciones, desalquilaciones, desaminaciones, 
desmetilaciones, formación y ruptura de enlaces C-C) (Shyadehi et al., 1996; Bernhardt, 2006; 
Isin y Guengerich, 2007; Ortiz de Montellano, 2010). 
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La mayoría de los sustratos de los P450s son compuestos hidrofóbicos, como por ejemplo 
ácidos grasos, terpenos, esteroides, prostaglandinas, compuestos aromáticos, y también gran 
número de drogas, solventes orgánicos, antibióticos, carcinógenos y toxinas (Urlacher y 
Girhard, 2012). 
 
2.3.1.3. SISTEMAS REDOX 
 
Para que se produzca la monooxigenación llevada a cabo por los citocromos es imprescindible 
la asistencia de proteínas redox que transfieran los dos electrones desde el NAD(P)H hasta el 
citocromo. Estas proteínas transportadoras de electrones constituyen los denominados 
sistemas redox de los citocromos, clasificados tradicionalmente en dos grupos: sistemas de 
dos y tres componentes y actualmente clasificados en tres debido al conocimiento de un tercer 
grupo: sistema monocomponente (Munro et al., 2002; Munro et al., 2007; Munro et al., 2013). 
 
a) Clase I (sistemas de tres componentes): constituidos por un ferredoxina (FdX) de unión a 
hierro y azufre, y una NAD(P)H ferredoxina reductasa (FdR) cuyo cofactor es FAD o FMN. La 
ferredoxina reductasa toma los electrones del NAD(P)H y los transporta a través de la 
coenzima FAD o FMN a la ferredoxina, que los transfiere directamente al citocromo P450 (Fig. 
I5.A). A esta clase pertenecen los citocromos bacterianos y los mitocondriales (adrenodoxina 
(AdX) y adrenodoxina reductasa (AdR)); siendo solubles los primeros, mientras que los 
segundos se encuentran anclados a membrana. La semejanza entre los sistemas bacterianos y 
mitocondriales es reflejo de la relación evolutiva entre las bacterias y las mitocondrias.  
 
b) Clase II (sistemas de dos componentes): constituidos por una única proteína citocromo P450 
reductasa (CRP) que presenta un dominio FAD y uno FMN y es la encargada de transferir los 
electrones desde el NAD(P)H hasta el citocromo (Fig. I5.B). 
Los citocromos microsomales hepáticos son el ejemplo clásico de este grupo y se caracterizan 
porque ambas proteínas se encuentran ancladas a la membrana. También pertenecen a esta 
clase la mayoría de los citocromos fúngicos. 
 
c) Sistemas monocomponente: constituidos por una proteína de fusión con dos dominios, un 
dominio citocromo P450 y un dominio citocromo P450 reductasa (CPR). El dominio CPR toma 
los electrones directamente del NAD(P)H y los transfiere al dominio P450 (Fig. I5.C). Son muy 
pocos los ejemplos conocidos de citocromos pertenecientes a esta clase. 
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Figura I5 Sistemas de transporte de electrones desde el poder reductor hasta los citocromos P450. 
A. Sistema de tres componentes. B. Sistema de dos componentes. C. Sistema monocomponente. 
Las flechas indican el sentido de la transferencia de electrones. FdR: ferredoxina reductasa; FdX: 
ferredoxina; Cyp: citocromo (P450); CPR: proteína citocromo reductasa. 
 
2.4. BIOTRANSFORMACIÓN FÚNGICA DE COMPUESTOS ESTEROIDEOS 
 
Desde el descubrimiento en 1952 de los efectos farmacológicos del cortisol y progesterona y la 
capacidad para producirlos por parte de varias cepas del género Rhyzopus (Peterson et al., 
1952), son muchos los procesos de biotransformación de esteroides en los que los hongos han 
sido empleados como biocatalizadores (Liu et al., 2006; Wuts et al., 2008; Dewick, 2009; 
Faramarzi y Sadighi, 2013). 
 
Con la finalidad de mejorar los rendimientos de producción, han sido muchas y muy valiosas 
las mejoras llevadas a cabo hasta nuestros días como por ejemplo mediante el empleo de 
medios acuosos con adición de facilitadores de la biotransformación, biocatalizadores 
inmovilizados, enzimas libres o inmovilizadas o de esporas como biocatalizadores; así como la 
mejora del propio sistema, empleando sistemas de dos fases, de nubes de puntos (Cluod Point 
Systems, CPS), con microemulsiones y liposomas, entre otras (Nassiri-Koopaei y Faramarzi, 
2015). Sin embargo, las mejoras llevadas a cabo sobre el catalizador del proceso han sido muy 
limitadas. 
 
Los hongos resultan de especial interés como biocatalizadores en procesos de 
biotransformación de compuestos esteroideos por la gran cantidad de modificaciones que son 
capaces de realizar sobre ellos y la promiscuidad en el rango de sustratos sobre el que son 
capaces de actuar. Se detallan a continuación algunas de las modificaciones que son capaces 
de realizar sobre compuestos de tipo esteroideo (Kristan  y Rizner, 2012; Nassiri-Koopaei y 
Faramarzi, 2015): 
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a) 1,2-Esteroide deshidrogenasas: No se trata de una actividad ampliamente distribuida entre 
los hongos, sin embargo esta actividad oxidorreductasa está presente en algunas especies 
pertenecientes al género Fusarium y sólo es capaz de actuar sobre sustratos C19 (e.g., AD, 
testosterona, etc.) (Ahmed et al., 1996). 
 
b) 3β-Hidroxiesteroide deshidrogenasas/Δ4–Δ5 isomerasas: Catalizan la oxidación e 
isomerización de precursores Δ5-3β-hidroxiesteroides en Δ4-cetoesteroides. Se trata de una 
actividad presente en Aspergillus tamarii, capaz de actuar sobre multitud de sustratos y es una 
transformación de especial interés para la industria de esteroides ya que cataliza una reacción 
necesaria en la síntesis de todas las clases de hormonas esteroideas activas (Simard et al., 
2005; Hunter et al., 2009). 
 
c) 17β-Hidroxiesteroide deshidrogenasas: Se trata de una actividad ampliamente distribuida 
entre el reino de los hongos, presente en varios hongos filamentosos y en levaduras (Lanisnik 
et al., 1992; Rizner et al., 2001). Resulta de especial interés para la industria de esteroides ya 
que se emplea para la síntesis de andrógenos anabólicos (e.g., obtención de testosterona a 
partir de AD). 
 
d) 3-Cetoesteroide reductasas. Se trata de una actividad ampliamente distribuida y esencial 
que restaura la hidroxilación en C3, implicada en la síntesis del ergosterol (Gachotte et al., 
1999). 
 
e) 5α-Esteroide reductasas: Catalizan la conversión de Δ4-3-cetoesteroides en 5α-3-
cetoesteroides. Presente en un amplio rango de especies pertenecientes al género Penicillium 
(Holland et al., 1994). Resulta ser una transformación de especial interés para la industria de 
esteroides ya que cataliza la conversión de testosterona en 5α-dihidrotestosterona (Cabeza et 
al., 1999) y es empleado en la producción de esteroides anabólicos androgénicos (Kicman, 
2008) y agonistas de los receptores GABA (Marx et al., 2011). 
 
f) 14-Esteroide reductasas: Se trata de oxidorreductasas capaces de catalizar la saturación en 
Δ14,15. Esta actividad está presente tanto en hongos filamentosos como en levaduras, 
participando en la síntesis del ergosterol (Prakash y Kasbekar, 2002). 
 
g) 24-Esteroide reductasas: Se trata de una actividad descrita únicamente en levaduras, 
participando en el último paso de la síntesis del ergosterol (Zweytick et al., 2000). 
 
h) 4-Esteroide descarboxilasas: Catalizan la conversión del grupo metilo en ácido carboxílico, a 
su vez tiene actividad deshidrogenasa en C3. Son enzimas esenciales en Saccharomyces 
cerevisiae (Gachotte et al., 1998) y Candida albicans (Aaron et al., 2001) implicadas en la 
síntesis del ergosterol. 
 
i) 4-Metilesteroide oxidasas: Catalizan la oxidación en C4, están implicadas en la síntesis del 
ergosterol. Presentes en Penicillium chrysogenum (Wang et al., 2008), Saccharomyces 
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cerevisiae (Bard et al., 1996) y Candida albicans (Kennedy et al., 2000); se han identificado 
enzimas homólogas en especies de género Aspergillus y en Neurospora crassa. 
 
j) 14α-Esteroide desmetilasa: Se trata de un citocromo que lleva a cabo la primera reacción en 
la síntesis del ergosterol, catalizando primeramente la adición de un grupo metilo en C14, que 
pasa a alcohol y más tarde a aldehído (Bard et al., 1993; Lees et al.,  1995). Se trata de una 
actividad descrita tanto en hongos (Warrilow et al., 2008; Warrilow et al., 2010) como en 
levaduras (Venkateswarlu et al., 1997; Lamb  et al., 1998). 
 
k) 24-Metilesteroide transferasa: Catalizan la adición de un grupo metilo en C24. Se han 
descrito en S. cerevisiae (Nes et al., 1998) y en Paracoccidiodes brasilensis (Pereira et al., 
2010). Este tipo de enzimas están únicamente presentes en hongos y plantas. 
 
l) 5-Esteroide desaturasas: Catalizan la formación de doble enlace en C5 de Δ7-esteroides, 
produciendo Δ5,7-esteroides. Presentes en S. cerevisiae (Arthington et al., 1991) 
Schizosaccharomyces pombe (Iwaki et al., 2008) y Candida glabrata (Geber et al., 1995), 
implicadas en la síntesis del ergosterol. 
 
m) 22-Esteroide desaturasas: Se trata de un citocromo capaz de catalizar la desaturación Δ22, 
con alta identidad con otros citocromos presentes en mamíferos (Skaggs et al., 1996). Se ha 
descrito hasta el momento en S. cerevisiae, donde además de participar en la síntesis de 
ergosterol (Kelly et al., 1995), se relaciona en la detoxificación de xenobióticos (Kelly et al., 
1997), y C. glabata (Lamb et al., 1999).  
 
n) 8-Esteroide isomerasa: Catalizan el paso del doble enlace Δ7 a Δ8. Ha sido descrita en 
Magnaporthe grisea (Keon et al., 1994), Ustilago maydis (Keon et al., 1994), S. pombe (Iwaki et 
al., 2008) y S. cerevisiae (Ashman et al.,  1991), y es homóloga a la de humanos (Moebius et 
al., 2003). 
 
ñ) 17,20-Esteroide liasa: Cataliza la rotura del enlace C17-C20, descrita hasta el momento en 
Nectria haematococca (Ahmed et al., 1996) lo que resulta de especial interés para la industria 
de esteroides ya que cataliza la conversión de 17α-hidroxipregnenolona y 17α-
hidroxiprogesterona en DHEA y AD, respectivamente. 
 
o) Hidroxilasas de esteroides: Se trata de la modificación más común en hongos que en la 
mayoría de los casos es llevada a cabo por citocromos capaces de catalizar la adición del 
grupo hidroxilo regio- y estéreo-específicamente; además son enzimas de gran interés 
industrial ya que muchas de las formas activas de los compuestos esteroideos son formas 
hidroxiladas, siendo especialmente interesantes para la síntesis de corticosteroides, no sólo por 
la reducción del coste económico en la producción sino porque son capaces de llevar a cabo 
hidroxilaciones en posiciones en las que realizarlo químicamente resulta imposible o muy 
complicado (Mahato et al., 1989; Fernandes et al., 2003). 
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Hasta el momento se han descrito hidroxilasas capaces de llevar a cabo su función sobre las 
siguientes posiciones: 1β, 2β, 4, 5α, 6β, 7α, 7β, 9α, 10β, 11α, 11β, 12α, 12β, 14α, 15α, 15β, 
16α, 17α, 19, 22 y 26 (Kristan  y Rižner, 2012; Nassiri-Koopaei y Faramarzi, 2015); pudiendo 
hidroxilar una única posición, aunque no es común y normalmente se realizan varias de estas 
hidroxilaciones sobre el mismo sustrato. 
 
Resultan de especial interés las hidroxilasas capaces de actuar sobre las posiciones 7α, 11α, 
11β y 14α; dada la importancia fisiológica de algunos esteroides hidroxilados en dichas 
posiciones. 
 
a) La hidroxilación en posición 7α es necesaria para la producción de los ácidos biliares (véase 
apartado 2.3.1.1) por lo que la producción de los mismos es necesaria para la terapia de 
reemplazo, pero también han sido demostradas las propiedades de compuestos 3β-
hidroxiesteroides hidroxilados en posición 7α para la disolución de cálculos biliares de 
colesterol, como transportadores de medicamentos que deban ser procesados en el hígado o 
potenciadores de la absorción (Hofman, 1995; Enhsen et al., 1998). Además de para la síntesis 
de esteroides fisiológicos también podría emplearse para la producción de moduladores 
inmunes (Cotillon y Morfin, 1999). La capacidad para hidroxilar en esta posición ha sido 
descrita en  especies de los géneros Acremonium, Gibberella, Fusarium y Nigrospora 
(Lobastova et al., 2009). 
 
b) La hidroxilación en posición 11α resulta necesaria para la obtención de glucocorticoides 
(véase apartado 2.3.1.1) que además de usarse en terapia sustitutiva poseen propiedades 
farmacológicas y son empleados como antialergénicos, antiinflamatorios, inmunosupresores y 
anticonceptivos (Sambamurthy y Kar, 2006; Fernandes et al., 2003). Esta actividad ha sido 
descrita en N. haematococca (Ahmed et al., 1996) y en varias especies pertenecientes a los 
géneros Aspergillus y Rhizopus (Fernandes et al., 2003). 
 
c) La hidroxilación en posición 11β resulta necesaria para la transformación de DOC en 
corticosterona y de RSS en HC (véase apartado 2.3.1.1); así como para la obtención de otros 
corticoesteroides con importantes propiedades antiinflamatorias (Mahato y Garai, 1997). Esta 
actividad ha sido descrita en C. lunatus (Zuidweg et al., 1962), Absidia coerulea (Chen et al., 
2007), Cunninghamella blakesleeana (Bhosale et al., 2007), y varias especies pertenecientes al 
género Trichoderma (El-Kadi y Mostafa, 2004). 
 
d) Los 14-hidroxi-5β,14β-pregnano glucosilados en C3 son esteroides cardioactivos de gran 
interés farmacológico, es por tanto que la hidroxilación en posición 14α resulta de especial 
interés. Esta actividad ha sido descrita en varias especies del orden  Mucorales (Antoniou  et 
al., 1994; Genain y Azerad, 1995) y en Cochliobolus lunatus (Yaderets et al., 2007). 
 
A pesar del gran potencial de los hongos como biocatalizadores, de todas las modificaciones 
capaces de realizar sobre los esteroides y, en particular el gran número de hidroxilaciones 
descritas, en la actualidad sólo se emplean para la producción industrial los hongos con 
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capacidad hidroxilasa en las posiciones 11α y 11β; siendo por tanto los procesos más 
estudiados. 
 
Para la producción industrial de compuestos esteroideos hidroxilados en posición 11α se 
emplean especies pertenecientes a los géneros Aspergillus o Rhizopus; en particular R. 
oryzae, A. ochraceus y R. nigricans. Estos hongos son capaces de hidroxilar varios 
compuestos esteroideos en posición 11α, aunque a su vez, los modifican o hidroxilan en otras 
posiciones, lo que hace descender drásticamente los rendimientos de producción. La 
optimización de los procesos ha sido ampliamente estudiada desde la década de los 70, 
habiendo conseguido mejorar los rendimientos notablemente. 
 
La especie mayoritariamente empleada en los estudios ha sido R. nigricans, con la cual se han 
intentado producir diversos compuestos 11α-hidroxilados: 17α-etinilesteroides han sido 
testados concluyendo que no son sustratos que permitan dicha hidroxilación, ya que la 
etisterona es hidroxilada solamente en posición 7β mientras que la noretisterona es hidroxilada 
en las posiciones 10β y 6β (Zakelj-Mavirc et al., 1986); progesterona y derivados parecen ser 
los mejores sustratos obteniéndose, en diferente proporción según el compuesto, los 
correspondientes 11α, 6β y 7β hidroxilados (Zakelj-Mavirc y Belic, 1987); testosterona y sus 
derivados, obteniéndose también los correspondientes 11α, 6β y 7β hidroxilados (Zakelj-Mavirc 
y Belic, 1987); otros esteroides con cadena lateral han sido probados obteniéndose que sólo 
son sustrato aquellos con cadena lateral no polar con 2, 4 u 8 carbonos (Zakelj-Mavirc et al., 
1989). 
 
Otra especie muy estudiada ha sido Cochliobolus lunatus, dado su potencial para la 
hidroxilación de esteroides en posición 11β. Ha sido examinada la capacidad de C. lunatus  
para hidroxilar esteroides con cadena lateral obteniéndose que sólo son sustrato aquellos con 
cadena lateral no polar con 2, 4 u 8 carbonos (Zakelj-Mavirc et al., 1990); también se ha 
estudiado detalladamente su capacidad para hidroxilar progesterona, obteniéndose que, 
además hidroxilarla en posición 11β, es capaz de hacerlo en posición 14α y 7α, produciéndose 
los monohidroxilados correspondientes, así como el dihidroxilado en las posiciones 11β y 14α y 
las formas ceto de cada uno de los monohidroxilados y en posición 11β en el dihidroxilado 
(Vitas et al., 1994) y se ha tratado de mejorar la actividad empleando el propio esteroide que se 
pretende biotransformar u otro como inductor de la actividad 11β-hidroxilasa con buenos 
resultados (Undisz et al., 1992; Vitas et al., 1995; Zakelj-Mavirc y Belic, 1991). 
 
La gran versatilidad de estos biocatalizadores para las biotransformaciones esteroideas podría 
ser, sin embargo, la mayor debilidad de dicho sistema ya que, tal y como se ha detallado, las 
actividades de los hongos sobre los compuestos esteroideos son muy variadas, y tan solo una 
minoría de ellas resultan de interés en la producción de compuestos esteroideos de interés 
farmacológico y/o industrial; sin embargo estas actividades siguen estando presentes y son 
capaces de actuar sobre el sustrato de la biotransformación, sobre el producto de la misma o 
sobre ambos, lo cual deriva en pérdida de sustrato y/o de producto y la aparición de, en 
ocasiones, multitud de subproductos que además, pueden resultar difíciles de separar en la 
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recuperación del producto de interés por métodos convencionales; lo que podría explicar su 
limitado uso en la industria dado su amplísimo potencial. 
 
Es por ello que, dada la imposibilidad de conseguir compuestos 11-hidroxilados sin la aparición 
de subproductos en los procesos de producción, han sido importantes los esfuerzos en 
identificar y expresar estas proteínas hidroxilasa de forma heteróloga en un hospedador 
incapaz de realizar modificaciones sobre estos esteroides. 
 
Se ha tratado de aislar la enzima con capacidad 11α-hidroxilasa R. nigricans, obteniéndose 
fracciones microsomales enriquecidas en la misma; con lo que se obtiene una preparación con 
mejor actividad específica (Bonnerjea  et al., 1988). Muy posteriormente, cuando ya se conocía 
que estas hidroxilasas eras citocromos la proteína CPR acompañante ha sido purificada y 
caracterizada (Makovec y Breskvar, 1998); pero la 11α-hidroxilasa de R. nigricans nunca ha 
sido purificada. 
 
El citocromo con actividad 11α-hidroxilasa de A. ochraceus ha sido identificado mediante la 
expresión heteróloga en células de insecto de una genoteca de cDNA del mismo, y su actividad 
(medida en la fracción microsomal) ha sido obtenida en coexpresión con la CPR de A. 
ochraceus hallada por similitud con la ya identificada de A. niger  o en coexpresión con una 
CPR humana (US7033807). 
 
El citocromo con actividad 11α-hidroxilasa y la CPR de R. oryzae han sido identificados 
mediante qRT-PCR y han sido expresadas heterólogamente en S. pombe; su actividad ha sido 
medida in vivo en experimentos llevados a cabo con células en reposo identificándose los 
productos hidroxilados en posición 11α y 6β, así como otros no identificados, lo que permite 
concluir que un único citocromo es capaz de llevar a cabo las modificaciones mencionadas 
(Petric et al., 2010; EP2308983; WO2011042143A1). 
 
La enzima 11β-hidroxilasa de C. lunatus ha sido ampliamente estudiada, realizándose 
purificaciones de la fracción microsomal mediante métodos clásicos obteniéndose la parte de la 
fracción microsomal que con actividad 11β-hidroxilasa, no permitiendo concluir sin embargo, y 
debido a la metodología empleada, si las actividades hidroxilasas en las diferentes posiciones 
descritas en C. lunatus residen en un único citocromo o en varios (Zuidweg, 1968; Janig et al., 
1992). Se ha tratado de identificar el/los citocromo/s que portan dicha actividad empleando 
otras metodologías básadas en las diferencias en expresión génica en presencia de inductores 
(suppression substractive hybridization, SSH) sin éxito (Berne et al., 2008). Por tanto, a pesar 
de los trabajos llevados a cabo en este sentido y los esfuerzos realizados, hasta la fecha no se 
ha identificado el citocromo responsable de la actividad 11β-hidroxilasa en C. lunatus. 
 
Aunque la aproximación anteriormente mencionada no ha resultado exitosa, si se han llevado a 
cabo estrategias para mejorar los rendimientos de la producción con la ausencia o disminución 
de subproductos. En este sentido, existen mutantes conseguidos mediante exposición a N-
metil-N-nitrosoguanidinio (NTG) con los que se consigue una mejora sustancial en la 
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producción de HC a partir de RSS, aumentándose la producción de la misma y, en algunos 
casos, reduciéndose la proporción en la que aparecen los subproductos (Paraszkiewicz y 
Długoński, 1998; Lu et al.,  2007).   
 
De forma general y respecto a la mejora de estos biocatalizadores, se puede afirmar que 
apenas se han realizado aportaciones en la mejora genética de los organismos salvo las 
detalladas anteriormente, y la mayoría de las aproximaciones consisten en estrategias clásicas 
de mutación al azar y selección de mutantes con características mejoradas para la producción; 
lo que podría resultar sorprendente, sin embargo es comprensible ya que realizar mejora 
genética ad hoc en este tipo de microorganismos puede resultar complicado y acarrear largos 
procesos. Además, la estrategia de obtener organismos mejorados por mutación al azar, 
aunque culmine con la obtención de organismos mejores productores, no permite trabajar fuera 
del modelo clásico de “caja negra”, ya que no se sabe cuál ha sido la mutación responsable de 
dicha mejora o, como en la mayoría de estos casos suele ocurrir, existen multitud de 
mutaciones y se desconoce cuál es la que realmente es responsable de la mejora conseguida, 
lo que invalida cualquier posibilidad de realizar modelos metabólicos, diseños para la 
sobreexpresión de la ruta o control de determinadas condiciones del propio cultivo 
responsables de cambios metabólicos que alteren la formación del producto de interés. 
 
2.5. BIOTRANSFORMACIÓN BACTERIANA DE COMPUESTOS ESTEROIDEOS 
 
Las biotransformaciones in vivo de esteroides llevadas a cabo por bacterias representan un 
campo de investigación bien establecido en el área de la biotecnología blanca; probablemente 
debido a las ventajas que presentan las bacterias frente a otros posibles biocatalizadores, 
siendo una vez más el sistema por excelencia para la producción de compuestos de interés. 
 
Desde la década de 1980, el uso de microorganismos para la síntesis de derivados de 
esteroides ha sido ampliamente estudiado, debido al gran número de modificaciones que son 
capaces de llevar a cabo sobre esteroides; aunque principalmente centrándose en las 
hidroxilaciones, la deshidrogenación en Δ1 y la degradación de la cadena lateral (Mahato y 
Mukherjee, 1984; Mahato y Banerjee, 1985; Mahato et al., 1989; Mahato y Majumdar, 1993; 
Mahato y Garai, 1997; Donova y Egorova, 2012). 
 
A continuación se detallan algunas de las actividades enzimáticas capaces de realizar 
modificaciones sobre esteroides en bacterias (Donova, 2007; Donova y Egorova, 2012): 
 
a) Degradación completa del esteroide: Algunas bacterias pertenecientes a los géneros 
Arthrobacter, Gordonia, Mycobacterium, Rhodococcus, Sterolibacterium, entre otros son 
capaces de degradar total o parcialmente los esteroides ya que los usan como fuente de 
carbono y energía. En el caso de la degradación total son de interés para la destoxificación 
ambiental; pero en el caso de la degradación parcial, pueden resultar de especial interés 
industrial para la producción de sintonas C19 (e.g., AD, ADD, boldenona, testosterona, etc.) o 
C22 (metil- y carboxi-pregnanos). 
Carmen Felpeto Santero 
34 
 
 
Introducción
 
b) 3β-Hidroxiesteroide deshidrogesa y 3β-hidroxiesteroide deshidrogenasas/Δ4–Δ5 isomerasas: 
Catalizan la oxidación e isomerización de precursores Δ5-3β-hidroxiesteroides en Δ4-
cetoesteroides. Se trata de una actividad presente en multitud de especies pertenecientes a los 
géneros Actinoplanes, Arthrobacter, Corynebacterium, Micromonospora, Mycobacterium, 
Nocardia, Nocardioides, Rhodococcus, Streptomyces, etc. Se trata de una transformación de 
especial interés para la industria de esteroides ya que cataliza una reacción necesaria en la 
síntesis de todas las clases de hormonas esteroideas activas. 
 
c) Hidrogenasas: Habitualmente de trata de las mismas enzimas con capacidad 
deshidrogenasas, que catalizan las reacciones en ambos sentidos. Destacan aquellas capaces 
de hidrogenar pregnanos en Δ1. 
 
d) Epoxidasas. Algunas especies pertenecientes a los géneros Nocardia y Corynebacterium 
son capaces de epoxidar en posición 11α.  
 
e) Oxidasas: Además de las implicadas en la degradación del esteroide, se han descrito 
enzimas capaces de oxidar en posición 3β (Corynebacterium mediolani) y 17 (Mycobacterium). 
 
f) Hidroxilasas de ésteres: Son capaces de hidrolizar acetil-derivados. Se han descrito varias 
especies que poseen esta capacidad, pertenecientes a los géneros  Corynebacterium, 
Mycobacterium, Nocardia, Arthrobacter, Streptomyces, etc.  
 
g) Hidroxilasas: La hidroxilación, como ya se ha comentado, es una de las reacciones más 
importantes para la funcionalización de compuestos y es la modificación más común y 
ampliamente distribuida en bacterias. Al igual que en los hongos, en la mayoría de los casos es 
llevada a cabo por citocromos capaces de catalizar la adición del grupo hidroxilo regio- y 
estéreo-específicamente, con las ventajas anteriormente descritas. 
 
Se han descrito hidroxilaciones en las posiciones: 1α, 2α, 6β, 7β, 9α, 11α, 11β, 12β, 15α, 15β, 
16α, 17α y 19; así como en las posiciones 22, 23, 24 y 26, en estas últimas relacionadas con la 
degradación de la cadena lateral en actinobacterias. 
 
Cabe destacar por su interés farmacológico e industrial las hidroxilaciones en las siguientes 
posiciones: 
 
a) La hidroxilación en posición 7 de colesterol es llevada a cabo por Proactymonyces sp., 
desconociéndose hasta el momento la orientación de la misma; son varias las especies de 
bacterias que son capaces de hidroxilar en esta posición, son las pertenecientes a los géneros 
Amycolatopsis, Glycomyces, Dactylosporangium, Nocardiopsis, Nonomurea, Pseudonocardia, 
Saccharopolyspora, Saccharothrix y Streptomyces, hidroxilando tanto en α como en β, aunque 
mayoritariamente en esta última. 
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b) La enzima 9-cetoesteroide hidroxilasa es una de las más estudiadas en bacterias, y está 
ampliamente distribuida, estando presente en varias especies de los géneros Corynebacterium, 
Nocardia, Rhodococcus y Mycobacterium.  
 
c) Las hidroxilaciones en las posiciones 11α y 11β son poco frecuentes en bacterias y se trata 
de enzimas que catalizan dichas hidroxilaciones de forma muy poco eficiente. Se han descrito 
varias especies pertenecientes al género Streptomyces capaces de hidroxilar en posición 11α, 
también se han descrito varias especies pertenecientes a las familias Pseudonocardiaceae, 
Streptomycineae y Streptosporangineae capaces de hidroxilar en posición 11β.  
 
Actualmente, como se ha detallado, casi todas las posiciones del núcleo esteroide se pueden 
funcionalizar mediante biotransformación bacteriana; sin embargo, las modificaciones más 
estudiadas, debido a su aplicabilidad industrial, son las llevadas a cabo por bacterias con 
capacidad hidroxilasa para las posiciones 7α, 9α, 11α, 11β, 16α y 17α, así como aquellas 
actividades implicadas en la degradación de la cadena lateral de esteroles para la producción 
de sintonas (Donova, 2007; Carballeira et al., 2009; Donova y Egorova, 2012) 
 
Al igual que ocurría con las biotransformaciones fúngicas, se conoce un gran número de 
bacterias con propiedades interesantes para la modificación de esteroides; sin embargo y en 
particular en el caso de las hidroxilaciones –no así en el caso de la degradación de la cadena 
lateral de esteroles- no son muchos los casos en que se conozcan las enzimas que las 
catalizan. Existen pocos ejemplos en la literatura en los que se estudien los citocromos que las 
llevan a cabo, aunque si se conocen algunos como el CYP106A2 de Bacillus megaterium 
capaz de hidroxilar la progesterona en posición 15α (Zehentgruber et al., 2010), el CYP110D1 
de Nostoc sp. capaz de hidroxilar la testosterona en posición 15β, los CYP200A1 de 
Bradyhizobium japonicum y CYP127A3 de Mesorhizobium loti capaces de hidroxilar la 
testosterona en posición 11β (Agematu et al., 2006); aunque la producción ocurre con menores 
rendimientos que con enzimas de origen fúngico y con la aparición de subproductos resultan 
ser citocromos de gran interés que, a diferencia de los citocromos eucariotas, son solubles y 
pueden sobreexpresarse heterólogamente en bacterias modelos donde el estudio de los 
mismos sea más sencillo y donde sea posible llevar a cabo estrategias de evolución dirigida de 
proteínas con el fin de mejorar dichos rendimientos, así como la desaparición de subproductos. 
 
El conocimiento de las bases genéticas y bioquímicas de las rutas de biotransformación de 
esteroides y de sus mecanismos de regulación en bacterias puede aportar a la industria 
enzimas con nuevas propiedades susceptibles de ser producidas, modificadas y mejoradas 
mediante técnicas de ingeniería de proteínas.  
 
2.5.1. Las actinobacterias como chasis para biotransformaciones esteroideas 
 
Actualmente se conoce un gran número de modificaciones llevadas a cabo por bacterias; sin 
embargo, como puede observarse en las actividades descritas anteriormente, no son muchos 
los géneros que poseen dichas actividades. Las actinobacterias son los biocatalizadores más 
Carmen Felpeto Santero 
36 
 
 
Introducción
importantes y eficaces para la biotransformación de esteroides (Donova y Egorova, 2012), 
siendo capaces de llevar a cabo un gran número de las modificaciones anteriormente 
mencionadas: reacciones de deshidrogenación, oxidación de grupos hidroxilo (3β y 17β), 
isomerización del doble enlace (Δ5 a Δ4), hidrogenación (Δ1 y Δ4), reducción de grupos ceto a 
alcoholes (C17 y C20), desacetilación (C21) y la hidroxilación en varias posiciones (9α, 6β, 
11α, 11β, 14α, 16α), así como la degradación completa o parcial de la cadena lateral (Donova, 
2007). 
 
La explicación al gran número de modificaciones capaces de realizar sobre compuestos 
esteroideos tiene su explicación en que muchas de estas actinobacterias son capaces de 
emplearlos como fuente de carbono y energía hasta su degradación total; de ahí la importancia 
de la caracterización de las rutas de degradación de esteroides en estas bacterias ya que 
facilitará el empleo de procedimientos de ingeniería metabólica para la modificación, el control 
y/o la ampliación de las capacidades degradativas de diversas cepas bacterianas. Este 
conocimiento ampliará el potencial biotecnológico de las diversas cepas en la producción 
industrial de compuestos esteroideos. 
 
Dado que estas bacterias son empleadas actualmente como biocatalizadores en la industria 
para la producción de esteroides y el interés por la gran versatilidad metabólica de las mismas, 
han sido muchos los estudios para mejorar estos microorganismos siendo el primer ejemplo de 
aplicación de la ingeniería metabólica a la producción de esteroides la supresión de genes de 
la ruta catabólica del colesterol, en concreto los genes kstD1 y kstD2 que codifican la 3-
cetoesteroide-Δ1-deshidrogenasa de Rhodococcus erythropolis (Van der Geize et al., 2000; 
WO2001031050A1; WO2003070925A2), y que se ha reivindicado como una herramienta 
genética para producir 9-OH-AD a partir de colesterol (Fig. I6)  
 
Más recientemente, se han estudiado enzimas homólogas a las anteriores en cepas del género 
Mycobacterium (Brzostek et al., 2005) y se han desarrollado mutantes para la producción de 
sintonas C19 (Andor et al., 2006; Wei et al., 2011). Se han desarrollado mutantes de 
Mycobacterium smegmatis mc2155, una bacteria de crecimiento rápido y modificable 
genéticamente, en los que se bloquea la ruta de degradación del colesterol o fitosteroles, para 
la producción de sintonas: ADD (M. smegmatis mc2155 Δ6039) y AD (M. smegmatis mc2155 
Δ6039Δ5941) (ES P201430272,  WO2015128534 A1; Galán et al., artículo en preparación) 
(Fig. I6) 
 
Por todo lo mencionado las actinobacterias pueden ser un chasis adecuado para la 
biotransformación de esteroides; pero la gran versatilidad para la modificación de esteroides 
resulta ser, una vez más, la mayor ventaja que es a su vez la mayor debilidad del chasis, ya 
que existen muchas enzimas capaces de llevar a cabo modificaciones no deseadas sobre los 
sustratos de la reacción, los productos o sobre ambos. 
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Figura I6 Ruta de degradación del esteroles. Se muestras las enzimas que codifican cada reacción y 
los mutantes que bloquean dicha ruta indicados con cruces. Las flechas consecutivas indican un proceso 
multienzimático. 
 
En este sentido han sido estudiadas otras estrategias basadas en transferir dichas capacidades 
metabólicas a hospedadores incapaces de realizar modificaciones a los compuestos 
esteroideos de interés. Además, este hospedador debe ser lo más semejante posible para así 
garantizar la correcta expresión de las rutas transferidas y deben existir herramientas para su 
manipulación y modificación genética. El hospedador propuesto hasta la fecha para tal fin ha 
sido Corynebacterium glutamicum R31 (Tesis Doctoral García-Fernández, 2015; García-
Fernández et al., artículo en preparación). 
 
C. glutamicum es una actinobacteria ampliamente estudiada por su uso como productor 
industrial de aminoácidos, motivo por el cual existen hoy en día numerosas herramientas 
moleculares para su modificación. De hecho a partir de su descubrimiento, el espectro de 
producción de C. glutamicum ha sido ampliado en las últimas décadas a diferentes químicos, 
materiales y fueles mediante múltiples estrategias de ingeniería metabólica (Becker et al., 
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2012). Además cabe destacar que pese al gran parecido filogenético con Mycobacterium, esta 
bacteria es incapaz de utilizar colesterol como única fuente de carbono y energía, ya que 
carece de la mayoría de los genes relacionados con el catabolismo de esteroides pero es 
capaz de transportar esteroides sin cadena lateral (Tesis Doctoral García-Fernández, 2015; 
García-Fernández et al., artículo en preparación). Su genoma está secuenciado y ha sido 
ampliamente estudiado, llegándose a convertir en un chasis para las biotransformaciones 
industriales, consiguiéndose mediante deleciones, una bacteria con un genoma mínimo 
(Unthan et al., 2014) con características que la convierten en una plataforma ideal para este 
tipo de biotransformaciones como son la multitud de herramientas moleculares para su 
manipulación, la robustez y el vigor metabólico (de Lorenzo, 2015). 
 
2.5.2. Uso de bacterias recombinantes en la producción de compuestos esteroideos y 
expresión de citocromos 
 
Aunque la ingeniería genética es una herramienta muy utilizada desde hace más de 40 años 
para mejorar el rendimiento de los procesos de biotransformación, y aunque la 
biotransformación de esteroides se comenzó a desarrollar hace más de 60 años, es 
sorprendente los procesos para la biotransformación de esteroides se realicen actualmente a 
escala industrial con organismos no recombinantes. Sin embargo, a nivel académico si han 
sido numerosos los esfuerzos por conseguir cepas recombinantes que expresen las enzimas o 
rutas metabólicas de interés para la biotransformación de esteroides. 
 
En lo que concierne a la clonación de genes para crear cepas bacterianas recombinantes para 
la biotransformación de esteroides, el primer ejemplo fue la clonación en Escherichia coli de la 
17α-hidroxilasa microsomal bovina (P450 17a) (Barnes et al., 1991), seguida de la clonación 
del citocromo bovino P450C17 también en E. coli para hidroxilar la misma posición 
progesterona y pregnenolona, (Shet et al., 1997).  
 
Como ya se ha mencionado, el CYP106A2 de B. megaterium  se ha expresado junto con la 
adrenodoxina, la adrenodoxina reductasa y la aldolasa de Lactobacillus brevis como sistema 
regenerador de NADPH en E. coli para la hidroxilación de la progesterona en posición 15 
(Zehentgruber et al., 2011). Este mismo citocromo había sido expresado unos años antes de 
manera similar en E. coli (Hannemann et al., 2006) y en Pseudomonas putida S12, que es 
tolerante a solventes (Ruijssenaars et al, 2007). 
 
El gen ksaD de la 3-cetoesteroide-Δ1-deshidrogenasa de Arthrobacter simplex ha sido 
expresado en B. subtilis para transformar el AD en ADD (Li et al., 2007) han expresado. Así 
como la KsD soluble de Aspergillus fumigatus ha sido expresada en E. coli y en la levadura 
Picchia pastoris, si bien solo en esta última parece rentable para la producción de ADD (Chen 
et al., 2012).  
 
Se han desarrollado varios sistemas para la producción de 1,25-dihidroxivitamina D3 y análogos 
de la vitamina D expresando los citocromos CYP27B1 y CYP24 en E. coli junto con la 
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adrenodoxina reductasa y la adrenodoxina (Sakaki et al., 1999) o expresando el CYP VDH de 
Pseudonocardia autotrophica junto con los genes aciB y aciC de la ferredoxina y la ferredoxina 
reductasa de Acinetobacter sp OC4, respectivamente, en un mutante tolC de E. coli, 
demostrando que este mutante facilita la biotransformación (Fujii et al., 2009).  
 
En levaduras también se han clonado y expresado distintos citocromos para la 
biotransformación de esteroides (Dumas et al., 1996; Bureik et al., 2002; Szczebara et al., 
2003; Dragan et al., 2005; Dragan et al., 2006; Hakki et al., 2008; Petric et al., 2010; Naumann 
et al., 2010), entre ellos se ha expresado el CYP11B1 humano junto con la adrenodoxina y 
adrenodoxina reductasa bovina, obteniéndose compuestos hidroxilados en posición 11β de 
interés farmacológico (Hakki et al., 2008). En una línea de trabajo diferente, se ha obtenido una 
levadura capaz de producir esteroides a partir de galactosa (Duport et al., 1998), 
potencialmente se podrían producir pregnenolona y progesterona mediante unas pocas 
modificaciones del metabolismo normal de esteroles del microorganismo. Sin embargo, esta 
opción de biosíntesis por levaduras aún no se utiliza industrialmente. 
 
Una de las limitaciones de estas bacterias recombinantes es la baja expresión de las proteínas 
recombinantes, en su mayoría citocromos. Una posible explicación es que la mayoría de estas 
proteínas eucariotas son insolubles ya que se encuentran asociadas a membrana y la 
estructura adecuada nunca llega a conseguirse (Scott et al., 2016). Aunque gracias a la 
ingeniería genética y de proteínas ha sido posible el desarrollo de sistemas de expresión 
bacterianos que permitieran la producción eficiente de P450s eucariotas mediante diversas 
estrategias consistentes en la modificación de los extremos N-terminal de la secuencia de las 
proteínas, la coexpresión de las chaperonas GroEL y GroES, o la fusión de los cDNAs de los 
P450s eucariotas a péptidos señal bacterianos (Urlacher et al., 2012; Ichinoise y Wariishi, 
2013; Schiffer et al., 2015) la producción continúa siendo poco eficaz, por lo que se ha recurre 
al empleo de levaduras como sistemas de expresión, también con capacidad limitada para la 
expresión de citocromos o de sistemas citocromo y redox (Dumas et al., 2006),  o la búsqueda 
de nuevos citocromos solubles capaces de llevar a cabo la modificación de interés. 
 
En general, aunque actualmente la productividad para la biotransformación de esteroides de 
interés industrial ha logrado incrementarse en las cepas recombinantes aún no se dispone de 
biocatalizadores eficientes para aplicaciones en la industria de esteroides, pero sin duda los 
estudios realizados al respecto suponen una prueba de concepto y un gran avance para su 
desarrollo en un futuro próximo (Donova y Egorova, 2012). La evolución esperable pasa no 
solo por la mejora genética de los biocatalizadores, que llegarán a ser más estables y más 
eficientes, sino que gracias a la expresión heteróloga eficaz y mediante evolución dirigida se 
podrá llegar al desarrollo de actividades enzimáticas capaces de realizar la bioconversión con 
una elevada selectividad, eliminando los subproductos. 
  
  
 
 
 
 
 
 
 
IV. Objetivos 
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La producción de esteroides resulta de gran interés para el sector farmacéutico debido al 
amplio rango de actividades terapéuticas que poseen estas moléculas, utilizadas para tratar y 
prevenir enfermedades en distintos campos clínicos tan relevantes como los de la 
endocrinología, la oncología, la reumatología o la ginecología entre otros. 
 
Actualmente, estos compuestos se producen por síntesis química o mediante su combinación 
con procesos de biotransformación microbiológicos, presentando estos últimos interesantes 
ventajas pero también algunos inconvenientes que han de ser reducidos. 
 
Los biocatalizadores empleados en las biotransformaciones son bacterias y hongos capaces de 
realizar las modificaciones químicas oportunas en estas moléculas dando lugar al compuesto 
de interés; pero también pueden realizar modificaciones colaterales dando lugar a otros 
subproductos que hacen descender los rendimientos de producción.  
 
En general estas biotransformaciones se realizan partiendo de sintonas previamente 
sintetizadas o de materias primas de bajo coste como el colesterol o los fitosteroles. 
 
A pesar del enorme conocimiento actual en las tecnologías de ingeniería genética y metabólica, 
apenas se han realizado aportaciones en este sentido para la mejora genética de los 
biocatalizadores empleados en la industria de los esteroides. Esto es en parte comprensible, ya 
que realizar mejoras genéticas dirigidas en estos microorganismos es complicado. 
 
Por ello el desarrollo de nuevos procesos de producción de compuestos esteroideos de interés 
farmacológico e industrial utilizando biocatalizadores modificados mediante técnicas de 
ingeniería genética ha sido el objetivo principal de esta Tesis Doctoral. 
 
Teniendo en cuenta la relevancia de la producción de los esteroides por biotransformación y 
asumiendo que los microorganismos empleados como biocatalizadores hasta la fecha están 
poco optimizados, resulta de gran interés la posibilidad de aplicar las modernas tecnologías de 
la ingeniería metabólica y la biología sintética para obtener microorganismos más eficientes 
que los actuales.  Por este motivo el trabajo realizado en esta Tesis Doctoral se ha centrado en 
la mejora de la producción de esteroides 11α- y 11β-hidroxilados farmacológicamente activos.  
 
Para cumplir este propósito se definieron dos objetivos principales: 
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Objetivo 1. Producción de esteroides 11α-hidroxilados de interés farmacológico e industrial a 
partir de sintonas y de materias primas de bajo coste, como colesterol y fitosteroles. 
 
Para la producción de estos esteroides 11α-hidroxilados se definieron los siguientes objetivos 
parciales: 
 
 1.1. Producción de sintonas 11α-hidroxiladas a partir de materias primas de bajo coste: 
Producción de 11αOH-ADD y 11αOH-AD. 
 
 1.2. Producción de esteroides 11α-hidroxilados de interés farmacológico. 
 
Objetivo 2. Producción de esteroides 11β-hidroxilados de interés farmacológico e industrial a 
partir de sintonas y de materias primas de bajo coste, como colesterol y fitosteroles. 
 
Para la producción de estos esteroides 11β-hidroxilados se definieron los siguientes objetivos 
parciales: 
 
 2.1. Identificación del sistema CYP-CPR responsable de la actividad 11β-hidroxilasa en 
Cochliobolus lunatus. 
 
 2.2. Ensayos de biotransformación en bacterias: Producción de esteroides 11β-
hidroxilados de interés farmacológico. 
 
2.3. Producción de sintonas 11β-hidroxiladas a partir de materias primas de bajo coste: 
Producción de 11βOH-ADD y 11βOH-AD. 
  
 
 
 
 
 
 
 
V. Materiales y Métodos 
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1. MICROORGANISMOS, PLÁSMIDOS Y OLIGONUCLEÓTIDOS 
 
Las cepas bacterianas y fúngicas utilizadas en este trabajo se detallan en la Tabla MM1 junto 
con sus genotipos y características relevantes.  
 
Los plásmidos empleados para clonaje, mutación y expresión génica, junto con sus 
características más relevantes se muestran en la Tabla MM2.  
 
Todos los oligonucleótidos empleados fueron adquiridos en Sigma-Genosys y se muestran en 
la Tabla MM3, donde se indica su secuencia y la aplicación de los mismos en el presente 
trabajo. 
 
Tabla MM1 Cepas  
 
Cepa Descripción Referencia 
Mycobacterium smegmatis 
mc2 155 
ept-1, mutante mc26 eficiente para 
electroporación 
Snapper et al., 
1990 
Mycobacterium smegmatis 
mc2 155 Δ6039 
M. smegmatis mc2 155 con el gen 
MSMEG_6039 delecionado 
CECT8331 
Mycobacterium smegmatis 
mc2 155 Δ6039Δ5941 
M. smegmatis mc2 155 con los genes 
MSMEG_6039  y MSMEG_5941  delecionados 
CECT8332 
Corynebacterium 
glutamicum R31 
MeLisR, AecR eficiente para electroporación 
Santamaria et al., 
1985 
Escherichia coli DH10B 
F
-
,mcrA, Δ(mrr-hsdRMS-mcrBC), f80ΔlacZDM15 
ΔlacX74,deoR, recA1, endA1, araD139, 
Δ(ara,leu) 7697, galU, galK, rpsL, nupG, λ 
Invitrogen 
Cochliobolus lunatus Cepa tipo CECT2130 
Rhizopus oryzae Cepa tipo FGSC9543 
 
Tabla MM2  Plásmidos 
 
Plásmido Descripción Referencia 
pMV261 Vector de expresión en micobacterias, bajo el control del 
promotor PHsp60, KmR 
Stover et al., 
1991  
pMVFUN Vector pMV261 que contiene el operón FUN Este trabajo 
pMVFAN Vector pMV261 que contiene el operón FAN Este trabajo 
pECXK-99E Vector bifuncional E. coli/C. glutamicum,  que contiene el gen  
lacIq, KmR 
Kirchner y Tauch, 
2003 
pXKFUN Vector pECXK-99E que contiene el operón FUN Este trabajo 
pXKFAN Vector pECXK-99E que contiene el operón FAN Este trabajo 
pXKFAN.1 Vector pECXK-99E que contiene el operón FAN.1 Este trabajo 
pXKFIN Vector pECXK-99E que contiene el operón FIN Este trabajo 
pXK64795 Vector pECXK-99E que contiene el trásncrito CPR64795 de C. 
lunatus 
Este trabajo 
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Tabla MM3  Oligonucleótidos 
 
Oligonucleótido Secuencia Aplicación 
pMV4260 F TTGCCGTCACCCGGTGACC Secuenciación plásmido pMV261 
pMV4486 R ATCACCGCGGCCATGATGG Secuenciación plásmido pMV261 
pXK6906 F CGACATCATAACGGTTCTGG Secuenciación plásmido pECXK-99E 
pXK118 R TTTATCAGACCGCTTCTGC Secuenciación plásmido pECXK-99E 
RoCPR1Int F1 TTCAAGATCGAAGAACTGACG Secuenciación operón FUN 
RoCPR1Int F2 CGGTGTGAACACCAACTACC Secuenciación operón FUN 
Cyp509C12 IntF1 CATCTTGAACATCTTCGGTCC Secuenciación operón FUN 
GAPDH F2 GACGGCAACAACCTGACT  RT-PCR, amplificación de gen control 
GAPDH R2 CAGTGCTGCTGGGAATGA  RT-PCR, amplificación de gen control 
116182 F GAGACCTTGAAACCTTCAACTGG RT-PCR, amplificación de gen 116182 
116182 R GCATTCACACAGCGTGATGG RT-PCR, amplificación de gen 116182 
116182 F2 GCATTCGGTTCCTCGTTCC RT-PCR, amplificación de gen 116182 
116182 R2 GCAATGAGGCAGGATCATAGC RT-PCR, amplificación de gen 116182 
116182 F3 CACTTTGATATTGCTTGCCACC RT-PCR, amplificación de gen 116182 
116182 R3 ACCTTCTTCGTTCCGGATAGC RT-PCR, amplificación de gen 116182 
51519 F CAACTCAATTCCCCATCTTCC RT-PCR, amplificación de gen 51519 
51519 R AGTCCTCCATAGAGGATCTCTCG RT-PCR, amplificación de gen 51519 
51519 F2 GTCATCGATCCAATCGTACAGG RT-PCR, amplificación de gen 51519 
51519 R2 TTCTCATGATCGCAGATATCAGC RT-PCR, amplificación de gen 51519 
51519 F3 TGATATGATTAGCTGGGTTGACG RT-PCR, amplificación de gen 51519 
51519 R3 CCTTCATCGCACTATCAAGTAGC RT-PCR, amplificación de gen 51519 
115117 F ATTCACTTATGGACGGCTCTAGC RT-PCR, amplificación de gen 115117 
115117 R GAAATCTTGTCGAACTAGCTCTCG RT-PCR, amplificación de gen 115117 
103168 F GGACCGAAGTCAACATCAACG RT-PCR, amplificación de gen 103168 
103168 R GTGCTTCTCGCGTGCACG RT-PCR, amplificación de gen 103168 
135200 F CCAATTGTGAAGACTGGACACC RT-PCR, amplificación de gen 135200 
135200 R CGTCTCTCTTCTCGCCTTGG RT-PCR, amplificación de gen 135200 
135200 F2 GTCATCGCTCAGATTATTCAAGC RT-PCR, amplificación de gen 135200 
135200 R2 CGTATCCTTCACGATAGAGTGC RT-PCR, amplificación de gen 135200 
135200 F3 TGAATTGCTCACGACTATTGTGG RT-PCR, amplificación de gen 135200 
135200 R3 GGAGGCGAGCTTCTACAACC RT-PCR, amplificación de gen 135200 
34615 F GTTGTCATACCGCCAAGTCG RT-PCR, amplificación de gen 34615 
34615 R GCTTAATCCAATTCTCTGTGTCG RT-PCR, amplificación de gen 34615 
31052 F CAACGCAGAGCGAGACTATCC RT-PCR, amplificación de gen 31052 
31052 R CACAGAAGGCTCCATTACTTGC RT-PCR, amplificación de gen 31052 
56034 F GAGCGAGCTTCATCATCTTACC RT-PCR, amplificación de gen 56034 
56034 R TTCGTTCAATGCGGAGAGC RT-PCR, amplificación de gen 56034 
64795 F GCACAAGCTCGAAGAGAACG RT-PCR, amplificación de gen 64795 
64795 R TTCCTGGTATTGGTTCGAAGC RT-PCR, amplificación de gen 64795 
128465 F GAGGAATTGGAAATAGTGACAGC RT-PCR, amplificación de gen 128465 
128465 R GACATCAGCCCTCCACTTCC RT-PCR, amplificación de gen 128465 
128465 F2 GCAAGAAAGTCGGTCGCATT RT-PCR, amplificación de gen 128465 
128465 R2 CCAACATCTCCAATACTTGATCC RT-PCR, amplificación de gen 128465 
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Oligonucleótido Secuencia Aplicación 
128465 F3 CACTGTTACCGTTCTCGTGG RT-PCR, amplificación de gen 128465 
128465 R3 GCAGCAATGAGAATGAGTGG RT-PCR, amplificación de gen 128465 
59830 F GTCCAAGATCTCCTTCGACAGC RT-PCR, amplificación de gen 59830 
59830 R CCATGTTTCTTGTCTATACCGTCC RT-PCR, amplificación de gen 59830 
64795 EcoRIF 
CCGGAATTCTGACCTGAGAGAAAGGG
AGTGATAAATGGCACAACTCGACACG
C 
Amplificación del gen 64795 para su 
posterior clonación 
64795 XbaIR 
GCTCTAGATTATCATGACCAGACGTC
TTCCTG 
Amplificación del gen 64795 para su 
posterior clonación 
59830 EcoRIF 
CCGGAATTCTGACCTGAGAGAAAGGG
AGTGATAAATGTCTGCCCTGCAGCAG
C 
Amplificación del gen 59830 para su 
posterior clonación 
59830 XbaIR 
GCTCTAGATTACTACCATGTTTCTTGT
CTATACCGTC 
Amplificación del gen 59830 para su 
posterior clonación 
103168 
BglXbaMunF 
GAAGATCTTCTAGACAATTGTGACCT
GAGAGAAAGGGAGTGATAAATGGATC
CCCAGACTGTCG 
Amplificación del gen 103168 para su 
posterior clonación 
103168-1 
BglXbaMunF 
GAAGATCTTCTAGACAATTGTGACCT
GAGAGAAAGGGAGTGATAAATGGTCC
TCCTTGCGGTATGG 
Amplificación de la versión truncada en 
5’ del gen 103168 para su posterior 
clonación 
103168 XhoR 
CCGCTCGAGTTACTACACTACCACTC
TCTTGAAAGC 
Amplificación del gen 103168 para su 
posterior clonación 
64795 F2 AATCAGCATTGCTGGCTCC 
Secuenciación de los operones  FAN y 
FAN.1 
64795 F3 CTCCAACTTCAAGCTTCCTTCG 
Secuenciación de los operones  FAN y 
FAN.1 
64795 F4 AATACGTCGCTTTCGGTCTCG 
Secuenciación de los operones  FAN y 
FAN.1 
59830 F2 GGTATTGATGGCTCGTTCCTCC 
Secuenciación de los operones  FAN y 
FAN.1 
59830 F3 CTCTACGACTACACAACACGTCC 
Secuenciación de los operones  FAN y 
FAN.1 
 
2. MEDIOS Y CONDICIONES DE CULTIVO  
 
Todas las soluciones y medios de cultivo utilizados en este trabajo se esterilizaron por calor 
húmedo en un autoclave a 121 °C y 1 atm de presión, o mediante filtración utilizando filtros 
estériles Millipore de 0.2 µm de diámetro.  
 
2.1. MEDIOS Y CONDICIONES DE CULTIVO EMPLEADOS PARA E. coli  
 
Los medios ricos utilizados para cultivar las células de E. coli fue el medio Lysogenic Broth (LB) 
(Sambrook et al., 2001). Los cultivos en medio sólido se realizaron con medio LB al que se 
añadió Bacto Agar (Pronadisa) al 1.5 % (p/v).  
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En caso de ser necesario se añadieron antibióticos a las siguientes concentraciones finales: 
ampicilina (100 µg ml-1), kanamicina (50 µg ml-1), cloranfenicol (20 µg ml-1). 
 
Las células de E. coli se cultivaron a 37 °C. Los cultivos en medio líquido se llevaron a cabo en 
un agitador orbital a 250 rpm. El crecimiento en medio líquido fue seguido por turbidimetría a 
600 nm (DO600) empleando un espectrofotómetro UVMini-1240 (Shimadzu). 
 
2.2. MEDIOS Y CONDICIONES DE CULTIVO EMPLEADOS PARA M. smegmatis  
 
Para el cultivo de micobacterias se utilizaron los medios ricos Bacto Middlebrook 7H10 Agar 
(7H10) (Difco) como medio sólido, y Middlebrook 7H9 Broth (7H9) (Difco) como medio líquido. 
 
Los medios 7H9 y 7H10 fueron suplidos con 0.2 % (v/v) de glicerol y 10 % (v/v) de Middlebrook 
ADC Enrichment (ADC) (Difco) (7H9/Gli/ADC y 7H10/Gli/ADC). 
 
En todos los cultivos en medio líquido se añadió 0.05 % (v/v) de Tween80 (Sigma) previamente 
autoclavado para evitar la agregación de las células (7H9/Gli/ADC/Tween). 
 
En caso de ser necesario se añadieron antibióticos a las siguientes concentraciones: 
kanamicina (20 µg ml-1) y gentamicina (5 µg ml-1). 
 
Las células de M. smegmatis se cultivaron a 37 °C. Los cultivos en medio líquido se llevaron a 
cabo en un agitador orbital a 250 rpm. El crecimiento en medio líquido fue seguido por 
turbidimetría a 600 nm (DO600) empleando un espectrofotómetro UVMini-1240 (Shimadzu). 
 
2.3. MEDIOS Y CONDICIONES DE CULTIVO EMPLEADOS PARA C. glutamicum 
 
Para el cultivo de corinebacterias se utilizaron los medios ricos Tryptic Soy Agar (TSA) (Difco) 
como medio sólido y Tryptic Soy Broth (TSB) (Difco) como medio líquido.  
 
En caso de ser necesario se añadió kanamicina (25 µg ml-1). 
 
Las células de C. glutamicum se cultivaron a 30 °C. Los cultivos en medio líquido se llevaron a 
cabo en un agitador orbital a 250 rpm. El crecimiento en medio líquido fue seguido por 
turbidimetría a 600 nm (DO600) empleando un espectrofotómetro UVMini-1240 (Shimadzu). 
 
2.4. MEDIOS Y CONDICIONES DE CULTIVO EMPLEADOS PARA C. lunatus Y R. oryzae 
 
Para el cultivo de C. lunatus se utilizaron los medios ricos Potato Dextrose Agar (PDA) (Difco) 
como medio sólido y medio 7 (M7) (glucosa (10 g l-1), (NH4)2C4H4O6 (2 g l
-1), (1 g l-1), KH2PO4, 
MgSO4 * 7H20 (0.50 g l
-1), KCl (0.50 g l-1), extracto levadura (1 g l-1) Na2B4O7 * 10H2O (0.10 mg 
l-1 ), CuSO4 * 5H2O (0.01 mg l
-1 ), FeSO4 * 7H2O (0.05 mg l
-1), MnSO4 * 4H2O (0.01 mg l
-1), Zn 
SO4 * 7H2O, (0.07 mg l
-1), (NH4)2MoO4 * 4H2O (0.01 mg l
-1); pH 5.1) como medio líquido.  
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Las células de C. lunatus se cultivaron a 28 °C. Los cultivos en medio líquido se llevaron a cabo 
mediante siembra de esporas en un agitador orbital a 250 rpm.  
 
2.5. CONSERVACIÓN DE LAS CEPAS BACTERIANAS Y FÚNGICAS  
 
Durante periodos inferiores a un mes las cepas se conservaron a 4 °C en placas de LB, 
7H10/Gli/ADC, TSA o PDA. 
 
Para su conservación a largo plazo las cepas de E. coli fueron cultivadas en LB con los 
antibióticos correspondientes y congeladas a -80 °C con 20 % (v/v) de glicerol. 
 
Las cepas de C. glutamicum fueron cultivadas en TSB con los antibióticos correspondientes y 
congeladas a -80 °C con 20 % (v/v) de glicerol. 
 
Las cepas de M. smegmatis fueron cultivadas en medio 7H9/Gli/ADC/Tween con los 
antibióticos correspondientes y congeladas a -80 °C con 50 % (v/v) de glicerol. 
 
Las cepas de C. lunatus y R. oryzae fueron cultivadas en PDA y las esporas fueron recogidas 
con 10 % (v/v) de glicerol congeladas a -80 °C.  
 
3. EXPERIMENTOS DE TRANSFERENCIA GENÉTICA  
 
3.1. TRANSFORMACIÓN DE CÉLULAS DE E. coli  
 
Las células de E. coli fueron modificadas genéticamente por transformación tras hacerlas 
competentes mediante el método de RbCl y choque térmico (Sambrook et al., 2001).  
 
3.2. TRANSFORMACIÓN DE CÉLULAS DE M. smegmatis  
 
3.2.1. Preparación de células electrocompetentes de M. smegmatis  
 
La preparación de células electrocompetentes de M. smegmatis se llevó a cabo según un 
protocolo previamente descrito (Parish y Stoker, 1998). Se parte de un preinóculo en fase 
estacionaria (aproximadamente 30 h) (10 ml en matraz de 100 ml) en medio 
7H9/Gli/ADC/Tween. Se inocula medio fresco con DO600 0.01 (200 ml 7H9/Gli/ADC/Tween en 
matraz de 1l) y se incuba en agitación (200 rpm) a 30 °C hasta una DO600 de 0.8 - 1 (18 h de 
cultivo aproximadamente). A continuación el cultivo se mantiene 1.5 h en hielo y se centrifuga 
en 4 tubos cónicos de 50 ml a 3000 x g a 4 °C durante 10 min. Una vez decantado el 
sobrenadante, se resuspenden las células volteando gentilmente en 200 ml de una solución 10 
% (v/v) de glicerol y 0.05 % (v/v) de Tween-80 (Gli/Tween) enfriada en hielo. Seguidamente se 
centrifuga la suspensión de células, se retira el sobrenadante y se resuspenden de nuevo en 
100 ml de la misma solución Gli/Tween. Tras un tercer paso de centrifugación se añaden 25 ml 
de Gli/Tween. Las células se resuspenden volteando y se dejan reposar para sedimentar los 
Carmen Felpeto Santero 
52 
M
ateriales y M
étodos 
agregados. Posteriormente se toma la suspensión sin los agregados con una pipeta estéril. La 
suspensión se lleva a un tubo cónico limpio enfriado en hielo y se centrifuga. Finalmente se 
retira el sobrenadante, las células se resuspenden en 1.5 ml de Gli/Tween frío y se reparten en 
alícuotas de 200 μl que se guardan a −80 °C hasta su uso.  
 
3.2.2. Transformación de células de M. smegmatis mediante electroporación 
 
A una alícuota de 200 μl de células electrocompetentes se le añade 1 μg del DNA con el que se 
van a transformar. Esta mezcla se deposita en una cubeta de electroporación (Cell Projects, 50 
x 2 mm) y se incuba durante 10 min en hielo. A continuación se electropora en un 
electroporador Gene Pulser (Biorad) a 2.5 kV, 25 μF y 1000 Ω y se incuba la cubeta en hielo 
otros 10 min. Posteriormente se añade 1 ml de medio 7H9/Gli/ADC/Tween a la cubeta y el 
líquido se pasa a un tubo cónico de 15 ml. Las células se incuban 4 h a 37 °C en agitación (250 
rpm) antes de sembrarlas en medio sólido 7H10/Gli/ADC con los antibióticos necesarios. 
 
3.3. TRANSFORMACIÓN DE CÉLULAS DE C. glutamicum  
 
3.3.1. Preparación de células electrocompetentes de C. glutamicum 
 
Para la preparación de las células se parte de un preinóculo en fase estacionaria 
(aproximadamente 30 h) (10 ml de medio en un matraz de 100 ml) en medio TSB. Se inocula el 
medio fresco con una DO600 0.01 (200 ml TSB en matraz de 1 l) y se incuba en agitación (200 
rpm) a 30 °C hasta una DO600 de 1.2-1.5 (6 h de cultivo aproximadamente). A continuación el 
cultivo se mantiene 30 min en hielo y se centrifuga en 4 tubos cónicos de 50 ml a 3000 x g a 4 
°C durante 10 min. Una vez decantado el sobrenadante, se resuspenden las células volteando 
gentilmente en 200 ml de una solución 10 % (v/v) de glicerol enfriada en hielo. Seguidamente 
se centrifuga la suspensión de células, se retira el sobrenadante y se resuspenden de nuevo en 
100 ml de la misma solución. Tras un tercer paso de centrifugación se añaden 25 ml de 10 % 
(v/v) de glicerol. Las células se resuspenden volteándolas y se dejan reposar para sedimentar 
los agregados. Posteriormente se toma la suspensión sin los agregados con una pipeta estéril. 
La suspensión se lleva a un tubo cónico limpio enfriado en hielo y se centrifuga. Finalmente se 
retira el sobrenadante, las células se resuspenden en 2.0 ml de 10 % (v/v) de glicerol y se 
reparten en alícuotas de 50 μl que se guardan a −80 °C hasta su uso. 
 
3.3.2. Transformación de células de C. glutamicum mediante electroporación  
 
A una alícuota de 50 μl de células electrocompetentes se añade 1 μg del DNA con que se va a 
transformar. Esta mezcla se pasa a una cubeta de electroporación (Cell Projects, 50 x 2 mm) y 
se incuba durante 10 min en hielo. A continuación se electropora en un electroporador Gene 
Pulser (Biorad) a 2.5 kV, 25 μF y 200 Ω. Posteriormente se añade 1 ml de medio TSB a la 
cubeta y se pasa a un tubo cónico de 15 ml. Las células se incuban 1 h a 30 °C en agitación 
(200 rpm) antes de sembrarlas en medio sólido TSA con los antibióticos necesarios. 
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4. TÉCNICAS DE MANIPULACIÓN DE DNA  
 
La manipulación del DNA así como la mayor parte de las técnicas de biología molecular 
utilizadas en este trabajo fueron aplicadas esencialmente tal y como describen Sambrook y 
Rusell (2001). Las endonucleasas de restricción fueron suministradas por New England Biolabs 
y Takara. La enzima T4 DNA ligasa y Phusion Taq fueron suministradas por New England 
Biolab. La DNA polimerasa I y la Pfu polimerasa fueron suministradas por Biotools B. M. Labs. 
Todas las enzimas se emplearon atendiendo a las especificaciones de las diferentes casas 
comerciales. Los fragmentos de DNA se purificaron mediante los kits Illustra GFX PCR DNA 
and Gel Band Purification Kit (GE Healthcare) o High Pure PCR Product Purication Kit (Roche).  
 
4.1. ELECTROFORESIS EN GELES DE AGAROSA 
 
Para visualizar los fragmentos de DNA se utilizaron geles 0.7 % o 1.5 % (p/v) de agarosa en 
tampón TAE (Tris-HCl 40 mM, ácido acético 20 mM, EDTA 2 mM, pH 8.1), utilizando el mismo 
tampón como electrolito.  
 
A las muestras se les añadió ¼ de su volumen de tampón de carga (30 % (p/v) de Ficoll 400, 
0.2 % (p/v) de azul de bromofenol, 0.2 % (p/v) de xilencianol y EDTA 40 mM pH 8.0). 
 
La electroforesis se realizó a 100 V durante 15-20 min y, una vez finalizada, los geles se 
tiñeron con Gel Red Nucleid Acid Gel Stain (Biotium) y los fragmentos de DNA se visualizaron 
con radiación ultravioleta en un transiluminador. 
 
Como marcadores de tamaño se utilizaron el DNA del fago λ digerido con la enzima de 
restricción BstEII (Amersham), y la forma replicativa del fago ΦX174 digerida con HaeIII (New 
England Biolabs). 
 
4.2. EXTRACCIÓN DNA CROMOSÓMICO DE M. smegmatis  
 
Para realizar la extracción de DNA cromosómico de M. smegmatis se emplea la biomasa 
procedente de un cultivo de 10 ml en medio 7H9/Gli/ADC/Tween. Las células se resuspenden 
en 400 μl de TE (10 mM Tris-HCl pH 7.5, 1 mM EDTA) y se incuban a 80 °C durante 20 min. Se 
dejan enfriar a temperatura ambiente y se añade 50 μl de lisozima (10 mg ml-1), se mezcla con 
vórtex y se deja 1 h a 37 °C. A continuación se añaden 75 μl de 10 % (p/v) de SDS conteniendo 
proteinasa K (10 mg ml-1), se mezcla con vórtex y se incuba 10 min a 65 °C. Posteriormente se 
añaden 100 μl de NaCl 5 M y 100 μl de CTAB/NaCl precalentados a 65 °C y se incuba durante 
10 min a 65 °C. Seguidamente se añaden 750 μl de cloroformo:alcohol isoamílico (24:1), se 
mezcla con vórtex y se centrifuga 5 min a 14000 x g. Se toma la fracción acuosa, se transfiere 
a un tubo eppendorf y se añade un volumen equivalente de fenol:cloroformo:isoamílico 
(25:24:1), se mezcla con vórtex y se centrifuga 5 min a 14000 x g. Se toma la fracción acuosa y 
se transfiere a un eppendorf donde el DNA se precipita con 0,6 volúmenes de isopropanol y se 
mantiene 30 min a 20 °C. Finalmente el DNA se centrifuga 15 min a 14000 x g a 4 °C, se lava 
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con 70 % (v/v) de etanol, se centrifuga 2 min a 14000 x g y se seca el precipitado que 
posteriormente se resuspende en 100 μl de TE.  
 
4.3. AISLAMIENTO DE DNA PLASMÍDICO EN E.coli Y M. smegmatis  
 
La extracción de DNA plasmídico de células E. coli se llevó a cabo empleando el sistema High 
Pure Plasmid Purification Kit (Roche), de acuerdo con las especificaciones del fabricante.  
 
El aislamiento de DNA plasmídico de M. smegmatis se realiza para comprobar si las células 
han adquirido el plásmido con el que fueron transformadas. Para ello se realiza una extracción 
de DNA de la cepa que se desea comprobar tal y como se explica en el apartado 4.2. El DNA 
total extraído, que contendrá tanto el DNA cromosómico como el DNA plasmídico, se emplea 
para transformar mediante choque térmico células de E. coli. Las células transformadas se 
seleccionan y se realiza la extracción de DNA plasmídico para comprobar que dicho plásmido 
es el que se había transformado previamente en M. smegmatis.  
 
4.4. REACCIÓN DE AMPLIFICACIÓN EN CADENA CON DNA POLIMERASA 
TERMORRESISTENTE (PCR)  
 
La amplificación del DNA se realizó en un equipo Mastercycler Gradient de Eppendorf y las 
enzimas que se emplearon fueron la DNA polimerasa I y Phusion Taq, proporcionadas por 
Biotools B. M. Labs. Y New England Biolabs, respectivamente.  Las mezclas de reacción 
contenían MgCl2 2 mM, dNTPs 0.25 mM, 5 % (v/v) de DMSO y 0.5 μM de cada uno de los 
oligonucleótidos. Los productos amplificados se purificaron con el sistema High Pure PCR 
Product Purification Kit (Roche).  
 
4.4.1. PCR de colonia en E. coli, M. smegmatis y C. glutamicum 
 
Una de las maneras de comprobar si las células transformadas contienen la construcción de 
DNA con la que han sido transformadas consiste en la amplificación mediante PCR de una 
región de dicho DNA empleando directamente células enteras. 
 
En el caso de E. coli se toma una pequeña cantidad de biomasa de la colonia que se desea 
chequear se resuspende en 30 µl de agua, se hierve durante 15 min y se centrifuga durante 5 
min a 14000 x g; tomando el sobrenadante y empleándolo como DNA molde en la mezcla de 
reacción de PCR. A continuación se lleva a cabo el protocolo de amplificación habitual.  
 
En el caso de M. smegmatis  y C. glutamicum se toma una pequeña cantidad de biomasa de la 
colonia que se desea chequear y se resuspende en 30 µl de agua, adicionando 30 µl de 
cloroformo, se homogeniza en el vórtex durante 30 s y se centrifuga durante 5 min a 14000 x g; 
tomando la fase acuosa y empleándolo como DNA molde en la mezcla de reacción de PCR. A 
continuación se lleva a cabo el protocolo de amplificación habitual.  
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4.5. SECUENCIACIÓN DE DNA  
 
La secuenciación de DNA se llevó a cabo en el Servicio de Secuenciación Automática de DNA 
(SSAD) del Centro de Investigaciones Biológicas (CIB) (SECUGEN, SL) utilizando un 
secuenciador automático modelo ABI Prism 3730 (Applied Biosystems). Para la reacción de 
secuenciación se utilizó el Dye Terminator Cycle Sequencing Ready Reaction Kit de Applied 
Biosystems, y la DNA polimerasa AmpliTaq FS, de acuerdo con las recomendaciones del 
proveedor. Las reacciones de amplificación se llevaron a cabo mediante la técnica de PCR con 
un termociclador “Gene Amp PCR System 2400” de Perkin-Elmer.  
 
5. TÉCNICAS DE MANIPULACIÓN DE RNA 
 
5.1. EXTRACCIÓN DE RNA DE C. lunatus 
 
El RNA para el análisis de la expresión génica en C. lunatus se extrajo a partir de cultivos en 
M7. Se recogió micelio total de un cultivo de 50 ml crecido durante 96 h a 200 rpm tras 40 min 
de inducción con 300 µM de esteroide (deoxicorticosterona, androstenediona, progesterona, 
ácido cólico y β-sitosterol) solubilizado en 10 % (v/v) de Tyloxapol y se conservó a -80 °C hasta 
su uso. 
 
Las células del micelio se homogenizaron por rotura mecánica tras congelación con nitrógeno 
líquido y se extrajo RNA empleando TRIzol Reagent (Invitrogen), según las instrucciones del 
fabricante. El DNA fue eliminado mediante digestión con DNasa en solución empleando DNAse 
and Removal treatment kit (Ambion), siguiendo las especificaciones del fabricante. La cantidad 
de RNA extraído se midió utilizando un NanoPhotometer®Pearl (Implen, GmbH). Las muestras 
de RNA se conservaron a -80 °C. 
 
5.2. RETROTRANSCRIPCIÓN SEGUIDA DE PCR (RT-PCR)  
 
Una vez purificado el RNA se obtuvo el DNA complementario (cDNA) mediante una reacción 
de retrotranscripción empleando Transcriptor first strand cDNA synthesis Kit (Roche) según las 
instrucciones del fabricante. Los oligonucleótidos poly-A se emplearon como cebadores. De 
forma paralela se realizaron controles sin retrotranscriptasa (RT-) para cada una de las 
muestras. El cDNA obtenido se empleó como molde para la PCR posterior. El objetivo de esta 
PCR es el de comprobar por un lado, que las reacciones de retrotranscripción han funcionado 
correctamente, y por otro, corroborar la ausencia de DNA contaminante en las muestras de 
RNA gracias a las reacciones de PCR realizadas con el producto de las reacciones RT-. 
 
5.3. PCR SEMICUANTITATIVA (sqRT-PCR) 
 
Para analizar los niveles de transcripción de diferentes genes en distintas condiciones de 
inducción se realizaron experimentos de PCR empleando como molde cDNA y en la que los 
oligonucleótidos requeridos en cada caso se utilizaron a una concentración final de 0.5 μM y se 
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añadió 1 U de la DNA polimerasa I (Biotools), permitiendo observar diferencias en la cantidad 
de amplicón de PCR mediante su visualización en gel de 0.7 % (v/v) de agarosa.  
 
5.4. PCR CUANTITATIVA (qRT-PCR)  
 
Para analizar los niveles de transcripción de diferentes genes se realizaron experimentos de 
PCR a tiempo real empleando un termociclador LightCycler®480 II Real-Time PCR Instrument 
(Roche). El volumen de cada reacción fue de 20 μl, que contenían 1 μl de cDNA de la mezcla 
de la reacción de la retrotranscripción, 0.25 μM de los oligonucleótidos 5’ y 3’, 10 μl de SYBR 
Green Master Mix (Roche). Las amplificaciones por PCR se llevaron a cabo de la siguiente 
forma: un ciclo inicial de desnaturalización (95 °C, 5 min), seguido de 55 ciclos de amplificación 
(desnaturalización, 95 °C, 10 s; hibridación, 60 °C, 10 s; elongación y medida de la señal, 72 
°C, 30 s) y un ciclo final de desnaturalización. Para la cuantificación relativa de los valores de 
fluorescencia obtenidos, se realizó una curva de calibrado con las mismas parejas de 
oligonucleótidos y con diluciones seriadas de DNA genómico. La cantidad relativa de RNAm 
para cada gen se determinó siguiendo el método 2⁻ΔΔCt (Livak et al., 2001) usando los niveles 
del RNAm del gen gliceraldehido 3 fosfato deshidrogenasa (GAPDH) de C. lunatus como 
control interno. 
 
6. TÉCNICAS DE MANIPULACIÓN DE PROTEÍNAS  
 
6.1. ELECTROFORESIS EN GELES DE POLIACRILAMIDA-SDS (PAGE-SDS)  
 
Las electroforesis analíticas de proteínas se realizaron en condiciones desnaturalizantes en 
presencia de dodecilsulfato sódico (SDS), en geles de 10 % o del 12.5 % (v/v) de poliacrilamida 
(PAGE), según la técnica descrita previamente (Laemmli, 1970). 
 
Las muestras se hirvieron durante 5 min en presencia del tampón de ruptura (Tris-HCl 250 mM 
a pH 6.8, 2 % (p/v) de SDS, 5 % (v/v) de β-mercaptoetanol, 10 % (v/v) de glicerol y 0.05 % (v/v) 
de azul de bromofenol). 
 
Las electroforesis se realizaron a temperatura ambiente, empleando un electrolito de 
composición: Tris-HCl 25 mM (pH 8.0) conteniendo glicina 192 mM y 0.1 % (p/v) de SDS. 
 
Las proteínas fueron teñidas con Coomasie Brilliant Blue R250, según se describe previamente 
(Swank et al., 1971). 
 
Como marcadores de tamaño molecular se empleó BlueStar Prestained Protein marker 
(Nippon Genetics, suministrado por CulteK) que contiene proteínas covalentemente unidas a 
fluoroforos como patrón, de los siguientes pesos moleculares: 180 kDa (azul), 130 kDa (azul), 
100 kDa (azul), 75 kDa (rojo), 63 kDa (azul), 48 kDa (azul), 35 kDa (azul), 25 kDa (verde), 17 
kDa (azul), 10 kDa (azul). 
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6.2. OBTENCIÓN DE EXTRACTOS PROTEICOS DE M. smegmatis  
 
Para obtener extractos de M. smegmatis se centrifugó un volumen de los cultivos 
correspondientes, las células se lavaron 2 veces en solución salina (0.9 % (p/v) de NaCl en 
H2O destilada) y se resuspendieron en 500 μl de tampón Tris-HCl 50 mM pH 7.5. Las muestras 
se sonicaron en un sonicador Branson 150 enfriadas en hielo aplicando 6-8 pulsos de 1 min a 
intensidad 9 del equipo. Entre pulsos se incubaron los tubos 30 s en hielo. Después se 
centrifugaron durante 15 min a 14000 x g a 4 °C para separar la fracción celular soluble de la 
insoluble. La concentración total de proteína se determinó mediante el método de Bradford 
(Bradford, 1976). 
 
6.3. OBTENCIÓN DE EXTRACTOS PROTEICOS DE C. glutamicum  
 
Para obtener extractos de C. glutamicum se centrifugó un volumen de los cultivos 
correspondientes, las células se lavaron 2 veces en solución salina (0.9 % (p/v) de NaCl en 
H2O destilada) y se resuspendieron en 500 μl de tampón Tris-HCl 50 mM (pH 7.5). Las 
muestras se sonicaron en un sonicador Branson 150 enfriadas en hielo aplicando 6-8 pulsos de 
25 s a intensidad 8 del equipo. Entre pulsos se incubaron los tubos 30 s en hielo. Después se 
centrifugaron durante 15 min a 14000 x g a 4 °C para separar la fracción celular soluble de la 
insoluble. La concentración total de proteína se determinó mediante el método de Bradford 
(Bradford, 1976). 
 
6.4. OBTENCIÓN DE EXTRACTOS PROTEICOS DE E.coli  
 
Para obtener extractos de E.coli se centrifugó un volumen de los cultivos correspondientes, las 
células se lavaron 2 veces en solución salina (0.9 % (p/v) de NaCl en H2O destilada) y se 
resuspendieron en 500 μl de tampón Tris-HCl 50 mM pH 7.5. Las muestras se sonicaron en un 
sonicador Branson 150 enfriadas en hielo aplicando 4 pulsos de 20 s a intensidad 6 del equipo. 
Entre pulsos se incubaron los tubos 30 s en hielo. Después se centrifugaron durante 15 min a 
14000 x g a 4 °C para separar la fracción celular soluble de la insoluble. La concentración total 
de proteína se determinó mediante el método de Bradford (Bradford, 1976). 
 
7. ENSAYOS IN VIVO DE BIOTRANSFORMACIÓN DE ESTEROIDES 
 
7.1 SOLUBILIZACIÓN DE ESTEROIDES 
 
Los esteroides son moléculas altamente hidrofóbicas, por lo que es necesario disolverlas de 
manera especial para poder seguir por turbidimetría el crecimiento de los cultivos en medio 
líquido así como la realización de otras técnicas llevadas a cabo en este trabajo. 
 
Para los cultivos en los que se emplearon esteroides como objeto de biotransformación, fueron 
disueltos en 10 % (v/v) de Tyloxapol (Sigma) a una concentración de 5 mM y posteriormente 
fueron adicionados al medio de cultivo o bien, directamente fueron disueltos a la concentración 
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deseada en el medio de cultivo siendo la concentración máxima de Tyloxapol en dicho medio 
de 3.6 % (v/v). Para conseguir la disolución completa de los esteroides estas soluciones se 
sonicaron en un baño a 90 °C durante aproximadamente 30 min (o hasta conseguir la completa 
disolución) y posteriormente fueron autoclavadas. 
 
7.2 ENSAYOS DE BIOTRANSFORMACIÓN DE ESTEROIDES POR C. glutamicum  
 
7.2.1 Ensayos de biotransformación de esteroides con células en crecimiento de C. 
glutamicum  
 
Para los ensayos de biotransformación de esteroides con células en crecimiento de C.  
glutamicum se empleó el medio TSB preparado 2X, al que se le añadieron los esteroides a una 
concentración final de 0.5 mM, desde una solución de esteroide preparada a 5 mM en 10 % 
(v/v) de Tyloxapol, siendo por tanto la concentración final del mismo de 1 % (v/v). En caso de 
ser necesario se añadieron kanamicina (25 µg ml-1) y ácido δ-aminolevulínico 0.5 mM. Los 
cultivos fueron inducidos con IPTG 1 mM desde el momento de la inoculación 
 
Un volumen total de 20 ml de cultivo de células de C. glutamicum fueron cultivadas a 30 °C y 
250 rpm en matraz de 100 ml desde una DO600 de 0.1, empleando un preinóculo de 48 h 
crecido en medio TSB a 30 °C y agitado a 250 rpm. Se tomaron muestras para analizar la 
biotransformación de esteroides y se monitorizó el crecimiento durante 72 h. 
 
7.2.2 Ensayos de biotransformación de esteroides con células en reposo (resting cells) 
de C. glutamicum  
 
Para los ensayos de biotransformación de esteroides con células en reposo de C. glutamicum 
se empleó tampón fosfato 50 mM (pH 7.4), al que se le añadieron los esteroides a una 
concentración final de 0.5 mM, desde una solución de esteroide preparada a 5 mM en 10 % 
(v/v) de Tyloxapol, siendo por tanto la concentración final del mismo de 1 % (v/v). Se tomaron 
muestras para analizar la biotransformación de esteroides durante 72 h. 
 
Para la obtención de la biomasa empleada en la biotransformación se cultivó un volumen total 
de 200 ml de células de C. glutamicum crecidas en medio TSB durante 30 h a 30 °C y 250 rpm 
en matraz de 1 l desde una DO600 de 0.1, empleando un preinóculo de 48 h crecido en medio 
TSB, a 30 °C y agitado a 250 rpm. En caso de ser necesario se añadieron kanamicina (25 µg 
ml-1) y ácido δ-aminolevulínico 0.5 mM. Los cultivos fueron inducidos con IPTG 1 mM cuando 
alcanzaban una DO600 de 1.5. Dichas células fueron recogidas mediante centrifugación (10 min, 
4000 x g) y lavadas dos veces con tampón fosfato 50 mM (pH 7.4). 
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7.3 ENSAYOS DE BIOTRANSFORMACIÓN DE ESTEROIDES POR M. smegmatis mc2 155 
 
7.3.1 Ensayos de biotransformación de esteroides con células en crecimiento de M. 
smegmatis mc2 155 
 
Para los ensayos de biotransformación de esteroides con células en crecimiento de M. 
smegmatis se empleó el medio 7H9 sin suplementos (sin glicerol y sin ADC) al que se le añadió 
glicerol 18 mM y los esteroides a la concentración final detallada en cada experimento, 
contenidos en 3.6 % (v/v) de Tyloxapol. En caso de ser necesario se añadió kanamicina (20 µg 
ml-1) y ácido δ-aminolevulínico 0.5 mM desde el momento de la inoculación. 
 
Un volumen total de 20 ml de cultivo de células de M. smegmatis fueron cultivadas a 37 °C y 
250 rpm en matraz de 100 ml desde una DO600 de 0.1 empleando un preinóculo de 48 h 
crecido en medio 7H9/Gli/ADC/Tween, a 37 °C y agitado a 250 rpm. Se tomaron muestras para 
analizar la biotransformación de esteroides y se monitorizó el crecimiento durante 96 h. 
 
7.3.2 Ensayos de biotransformación de esteroides con células en reposo (resting cells) 
de M. smegmatis mc2 155 
 
Para los ensayos de biotransformación de esteroides con células en reposo de M. smegmatis 
se empleó tampón fosfato 50 mM (pH 7.4), al que se al que se le añadieron los esteroides a la 
concentración final detallada en cada experimento, desde una solución de esteroide preparada 
a 5 mM en 10 % de Tyloxapol. Se tomaron muestras para analizar la biotransformación de 
esteroides durante 72 h. 
 
Para la obtención de la biomasa empleada en la biotransformación se cultivó un volumen total 
de 200 ml de células de M. smegmatis crecidas en medio 7H9/Gli/ADC/Tween, durante 30 h a 
37 °C y agitado a 250 rpm en matraz de 1 l desde una DO600 de 0.1, empleando un preinóculo 
de 48 h crecido en medio 7H9/Gli/ADC/Tween a 37 °C y agitado a 250 rpm. En caso de ser 
necesario se añadió kanamicina (20 µg ml-1) y ácido δ-aminolevulínico 0.5 mM desde el 
momento de la inoculación. Dichas células fueron recogidas mediante centrifugación (10 min, 
4000 x g) y lavadas dos veces con tampón fosfato 50 mM (pH 7.4). 
 
7.3.3 Ensayos de biotransformación de esteroides con células en crecimiento a escala 
piloto (biorreactor 2l) de M. smegmatis mc2 155 
 
Para los ensayos de biotransformación de esteroides con células en crecimiento de M. 
smegmatis se empleó 1.5 l del siguiente medio: licor de maíz fermentado (20 g l-1), NaNO3 
(5.40 g l-1), NH4Cl (0.28 g l
-1) y NaH2PO4 *H2O (0.72 g l
-1), al que se le añadió una solución de 
fitosteroles (15 g l-1) disueltos en aceite de girasol (250:1250, aceite:agua). En caso de ser 
necesario se añadió kanamicina (20 µg ml-1) y ácido δ-aminolevulínico 0.5 mM desde el 
momento de la inoculación. 
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Un volumen total de 1.5 l de cultivo de células de M. smegmatis fueron cultivadas en un 
biorreactor Braun Biostat MD (volumen máximo de operación de 2 l) desde una DO600 inicial de 
0.1 empleando un preinóculo de 48 h crecido en medio 7H9/Gli/ADC/Tween. Las condiciones 
de crecimiento fueron: temperatura de 37 ºC, pH inicial de 7.4 no controlado durante el proceso 
y agitación inicial de 600 rpm. La concentración de oxígeno disuelto se mantuvo por encima del 
20 % de saturación aumentando automáticamente la velocidad de agitación cuando se requirió. 
Se tomaron muestras para analizar la biotransformación de esteroides a las 96 h. 
 
7.4 ENSAYOS DE BIOTRANSFORMACIÓN DE ESTEROIDES POR C. lunatus Y R. oryzae 
 
Para los ensayos de biotransformación de esteroides por C. lunatus,  un volumen total de 50 ml 
de cultivo de células de C. lunatus fueron cultivadas durante 96 h a 28 °C y agitadas a 200 rpm 
en matraz de 250 ml, empleando como preinóculo una fracción del hongo crecido en medio 
sólido PDA, a 30 °C durante 96 h. Se adicionaron los esteroides a una concentración final de 
0.3 mM en 0.6 % (v/v) de Tyloxapol, desde una solución 5 mM de esteroide disuelto en 10 % 
(v/v) de Tyloxapol, empleándose como control la misma cantidad de detergente sin esteroide. 
 
Se tomaron muestras para analizar la variación en la expresión génica a los 35 min y para 
chequear la correcta biotransformación de esteroides a las 3 h. 
 
8. TÉCNICAS CROMATOGRÁFICAS  
 
8.1 EXTRACCIÓN DE ESTEROIDES EMPLEANDO ROTURA MECÁNICA DE LA CÉLULA 
 
La extracción de esteroides a analizar por las diferentes técnicas cromatográficas se llevó a 
cabo recogiendo alícuotas (1 ml) de los diferentes cultivos a los que se le añadieron los 
correspondientes patrones internos a la concentración de interés antes de comenzar el proceso 
de extracción. 
 
Las muestras con el patrón interno se extraen en 10 ml de cloroformo y se homogenizan 
empleando un homogeneizador Bullet Blender 50-DX-CE a velocidad 12, durante 3 min. Tras la 
ruptura, las células se centrifugan 10 min a 4000 x g a 4 ºC y posteriormente los tubos se 
congelan a -80ºC durante 10-15 min para separar correctamente las dos fases. La fase 
orgánica se recoge, se pasa a tubos cónicos de 50 ml y se evapora a totalidad a 70 ºC. 
 
8.2 EXTRACCIÓN DE ESTEROIDES DEL MEDIO DE CULTIVO 
 
La extracción de esteroides a analizar por las diferentes técnicas cromatográficas se llevó a 
cabo recogiendo alícuotas (0.2 ml) de los diferentes cultivos a los que se le añadieron los 
correspondientes patrones internos a la concentración de interés antes de comenzar el proceso 
de extracción. 
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Las muestras con el patrón interno se extraen en 0.5 ml de cloroformo y se homogenizan 
empleando un vórtex durante 30 s. Las muestras  se congelan a -80 ºC durante 10-15 min para 
separar correctamente las dos fases. La fase orgánica se recoge, se pasa a tubos eppendorf 
de 2 ml y se evapora a totalidad a 70 ºC. 
 
En el caso de las muestras de la biotransformación llevada a cabo en reactor, se toman 
alícuotas de 10 ml, separando la fase acuosa del aceite mediante centrifugación (15 min, 4000 
x g), tomando 30 µl del aceite al que se le añaden 150 µl de acetonitrilo. 
 
8.3 CROMATOGRAFÍA EN CAPA FINA (TLC) 
 
Las placas de TLC utilizadas (Silica gel 60 F254 20 x 20 cm, Merck) se recortan dejando 1 cm de 
margen en cada lado, 8 cm de carrera y 1 cm de separación entre muestra y muestra en el 
caso ser empleadas para el análisis en de ensayos a escala laboratorio; para el caso de los 
experimentos llevados a cabo en biorreactor se recortan dejando 1 cm de margen en cada 
lado, 13 cm de carrera y 1 cm de separación entre muestra y muestra. Las diferentes muestras 
extraídas se resuspenden en acetonitrilo en un volumen de entre 10-20 µl dependiendo de la 
concentración esperada en cada caso; para el caso de los experimentos llevados a cabo en 
biorreactor se emplea la mezcla aceite: acetonitrilo (30:150).  
 
Para realizar la TLC, 10 µl de cada muestra se cargan sobre la placa de TLC y una mezcla de 
cloroformo:etanol (95:5) (Merck) se usa como fase móvil. Los diferentes esteroides de las 
biotransformaciones se revelan con una solución del 20 % (v/v) de H2SO4. 
  
8.4 CROMATOGRAFÍA LÍQUIDA DE ALTA EFICIENCIA ACOPLADA A DETECTOR DE 
FOTODIODOS EN SERIE (HPLC-DAD) Y CROMATOGRAFÍA LÍQUIDA ACOPLADA A 
ESPECTROMETRÍA DE MASAS (LC-MS) 
 
La detección y cuantificación de los productos generados en las reacciones de 
biotransformación esteroideas se realizó mediante HPLC-DAD-MS usando un equipo de 
cromatografía líquida (Surveyor Plus LC) equipada con inyector automático acoplado en serie a 
un detector DAD que permitió monitorizar la elución a DO245 y con una trampa iónica (LXQ) 
equipada con una fuente de ionización química a presión atmosférica (APCI) y una fuente de 
isoelectronebulización (IES), todo ello suministrado por Thermo Electron (San Jose, CA, 
EEUU). Los datos se procesaron con el software Xcalibur (Thermo Fisher Scientific, San Jose, 
CA, EEUU). La separación se realiza mediante una columna de fase reversa C18 y a un 
gradiente determinado en cada caso.  
 
8.4.1 Identificación y cuantificación de progesterona (PROG) y 11αOH-progesterona 
(11αOH-Prog) 
 
La separación cromatográfica se realizó en una columna Mediterranea Sea C18 (150 mm × 4.6 
mm de diámetro interno, 5 μm de tamaño de partícula) (Teknokroma, Barcelona). Las fases 
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móviles empleadas contenían agua y 0.1 % ácido fórmico  (A), acetonitrilo y 0.1 % ácido 
fórmico (B). El flujo empleado fue de 1 ml min-1 y el gradiente lineal utilizado se muestra en la 
tabla: 
Durante este gradiente, el eluyente se analizó por DAD y por el 
espectrómetro de masas desde el minuto 1 hasta el 50. 
 
Las condiciones de trabajo del equipo fueron: fuente de ionización IES, 
temperatura del capilar (350 °C), cobertura de nebulización (60 °C), 
voltaje del capilar (9 V), amplificador (400 Vp), corriente de la fuente 
(100 μA). Como gas auxiliar y nebulizador se utilizó nitrógeno de alta 
pureza. 
 
El análisis cuantitativo se realizó por el método del patrón interno, a partir de diluciones de las 
soluciones madre de PROG y 11αOH-PROG en concentraciones comprendidas entre 500 μM y 
15.625 μM, a las que se añadió 250 μM de testosterona como patrón interno. La extracción de 
analitos se llevó a cabo de la misma manera que en las muestras a analizar (véase apartado 
8.2 de materiales y métodos). Una vez realizada la extracción, los residuos se resuspendieron 
en 500 μl de acetonitrilo (LC-MaScan, LAB-SCAN) de los que se inyectaron 25 μl para su 
análisis cromatográfico. 
 
8.4.2 Identificación y cuantificación de androstenediona (AD) y 11αOH- androstenediona 
(11αOH-AD) 
 
La separación cromatográfica se realizó en una columna Mediterranea Sea C18 (150 mm × 4.6 
mm de diámetro interno, 5 μm de tamaño de partícula) (Teknokroma, Barcelona). Las fases 
móviles empleadas contenían agua y 0.1 % ácido fórmico (A), acetonitrilo y 0.1 % ácido fórmico 
(B). El flujo empleado fue de 1 ml min-1 en régimen isocrático al 45 % de la fase A y 55 % de B. 
Durante este gradiente, el eluyente se analizó por DAD y por el espectrómetro de masas desde 
el minuto 1 hasta el 20. 
 
Las condiciones de trabajo del equipo fueron: fuente de ionización IES,  temperatura del capilar 
(350 °C), cobertura de nebulización (60 °C), voltaje del capilar (41 V), amplificador (400 Vp), 
corriente de la fuente (100 μA). Como gas auxiliar y nebulizador se utilizó nitrógeno de alta 
pureza. 
 
El análisis cuantitativo se realizó por el método del patrón interno, a partir de diluciones de la 
solución madre de AD, en concentraciones comprendidas entre 500 μM y 15.625 μM, a las que 
se añadió 250 μM de deoxicorticosterona como patrón interno. La extracción de analitos se 
llevó a cabo de la misma manera que en las muestras a analizar (véase apartado 8.2 de 
materiales y métodos). Una vez realizada la extracción, los residuos se resuspendieron en 700 
μl de acetonitrilo (LC-MaScan, LAB-SCAN) de los que se inyectaron 25 μl para su análisis 
cromatográfico. 
 
Tiempo 
 (min) 
% A %B 
0 50 50 
5 50 50 
35 20 80 
40 20 80 
45 50 50 
60 50 50 
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La cuantificación de 11αOH-AD, se realiza mediante el cálculo de rendimiento de la reacción 
empleando las áreas corregidas, al no disponer de producto puro. Se calcula el rendimiento de 
la biotransformación como: 
ѰP/S = 
஺ቀ
11αOH−AD
಺ೄ೅ವ
ቁ
[஺ቀ
11αOH−AD
಺ೄ೅ವ
ቁା஺ቀ
AD
಺ೄ೅ವ
ቁ]
 
 
8.4.3 Identificación y cuantificación de androstenediendiona  
(ADD) y 11αOH- androstenediendiona (11αOH-ADD) 
 
La separación cromatográfica se realizó en una columna Mediterranea Sea C18 (150 mm × 4.6 
mm de diámetro interno, 5 μm de tamaño de partícula) (Teknokroma, Barcelona). Las fases 
móviles empleadas contenían agua y 0.1 % ácido fórmico  (A), acetonitrilo y 0.1 % ácido 
fórmico (B). El flujo empleado fue de 1 ml min-1 en régimen isocrático al 45 % de la fase A y 55 
% de B. Durante este gradiente, el eluyente se analizó por DAD y por el espectrómetro de 
masas desde el minuto 1 hasta el 20. 
 
Las condiciones de trabajo del equipo fueron: fuente de ionización IES, temperatura del capilar 
(350 °C), cobertura de nebulización (60 °C), voltaje del capilar (41 V), amplificador (400 Vp), 
corriente de la fuente (100 μA). Como gas auxiliar y nebulizador se utilizó nitrógeno de alta 
pureza. 
 
El análisis cuantitativo se realizó por el método del patrón interno, a partir de diluciones de la 
solución madre de ADD, en concentraciones comprendidas entre 500 μM y 15.625 μM, a las 
que se añadió 250 μM de deoxicorticosterona como patrón interno. La extracción de analitos se 
llevó a cabo de la misma manera que en las muestras a analizar (véase apartado 8.2 de 
materiales y métodos). Una vez realizada la extracción, los residuos se resuspendieron en 700 
μl de acetonitrilo (LC-MaScan, LAB-SCAN) de los que se inyectaron 25 μl para su análisis 
cromatográfico. 
 
La cuantificación de 11αOH-ADD, se realiza mediante el cálculo de rendimiento de la reacción 
empleando las áreas corregidas, al no disponer de producto puro. Se calcula el rendimiento de 
la biotransformación como: 
ѰP/S = 
஺ቀ
11αOH−ADD
಺ೄ೅ವ
ቁ
[஺ቀ
11αOH−ADD
಺ೄ೅ವ
ቁା஺ቀ
ADD
಺ೄ೅ವ
ቁ]
 
 
8.4.4 Identificación y cuantificación de testosterona (TEST) y 11αOH-testosterona 
(11αOH-TEST) 
 
La separación cromatográfica se realizó en una columna Mediterranea Sea C18 (150 mm × 4.6 
mm de diámetro interno, 5 μm de tamaño de partícula) (Teknokroma, Barcelona). Las fases 
móviles empleadas contenían agua y 0.1 % ácido fórmico  (A), acetonitrilo y 0.1 % ácido 
fórmico (B). El flujo empleado fue de 1 ml min-1 y el gradiente lineal utilizado se muestra en la 
tabla: 
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Durante este gradiente, el eluyente se analizó por DAD y por el 
espectrómetro de masas desde el minuto 1 hasta el 60. 
 
Las condiciones de trabajo del equipo fueron: fuente de ionización IES, 
temperatura del capilar (350 °C), cobertura de nebulización (60 °C), 
voltaje del capilar (9 V), amplificador (400 Vp), corriente de la fuente 
(100 μA). Como gas auxiliar y nebulizador se utilizó nitrógeno de alta 
pureza. 
 
El análisis cuantitativo se realizó por el método del patrón interno, a partir de diluciones de la 
solución madre de TEST, en concentraciones comprendidas entre 500 μM y 15.625 μM, a las 
que se añadió 250 μM de progesterona como patrón interno. La extracción de analitos se llevó 
a cabo de la misma manera que en las muestras a analizar (véase apartado 8.2 de materiales y 
métodos). Una vez realizada la extracción, los residuos se resuspendieron en 700 μl de 
acetonitrilo (LC-MaScan, LAB-SCAN) de los que se inyectaron 25 μl para su análisis 
cromatográfico. 
 
La cuantificación de 11αOH-TEST, se realiza mediante el cálculo de rendimiento de la reacción 
empleando las áreas corregidas, al no disponer de producto puro. Se calcula el rendimiento de 
la biotransformación como: 
ѰP/S = 
஺ቀ
11αOH−TEST
಺ೄ೅ವ
ቁ
[஺ቀ
11αOH−TEST
಺ೄ೅ವ
ቁା஺ቀ
TEST
಺ೄ೅ವ
ቁ]
 
 
8.4.5 Identificación y cuantificación de deoxicosticosterona (DOC) y 11αOH-
deoxicorticosterona (11αOH-DOC) 
 
La separación cromatográfica se realizó en una columna Mediterranea Sea C18 (150 mm × 4.6 
mm de diámetro interno, 5 μm de tamaño de partícula) (Teknokroma, Barcelona). Las fases 
móviles empleadas contenían agua y 0.1 % ácido fórmico  (A), acetonitrilo y 0.1 % ácido 
fórmico (B). El flujo empleado fue de 1 ml min-1 en régimen isocrático al 45 % de la fase A y 55 
% de B. Durante este gradiente, el eluyente se analizó por DAD y por el espectrómetro de 
masas desde el minuto 1 hasta el 20. 
 
Las condiciones de trabajo del equipo fueron: fuente de ionización IES, temperatura del capilar 
(350 °C), cobertura de nebulización (60 °C), voltaje del capilar (41 V), amplificador (400 Vp), 
corriente de la fuente (100 μA). Como gas auxiliar y nebulizador se utilizó nitrógeno de alta 
pureza. 
 
El análisis cuantitativo se realizó por el método del patrón interno, a partir de diluciones de la 
solución madre de DOC, en concentraciones comprendidas entre 500 μM y 15.625 μM, a las 
que se añadió 250 μM de ADD como patrón interno. La extracción de analitos se llevó a cabo 
de la misma manera que en las muestras a analizar (véase apartado 8.2 de materiales y 
métodos). Una vez realizada la extracción, los residuos se resuspendieron en 700 μl de 
Tiempo 
 (min) 
% A %B 
0 55 45 
5 55 45 
35 20 80 
40 20 80 
45 55 45 
60 55 45 
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acetonitrilo (LC-MaScan, LAB-SCAN) de los que se inyectaron 25 μl para su análisis 
cromatográfico. 
 
La cuantificación de 11αOH-DOC, se realiza mediante el cálculo de rendimiento de la reacción 
empleando las áreas corregidas, al no disponer de producto puro. Se calcula el rendimiento de 
la biotransformación como: 
ѰP/S = 
஺ቀ
11αOH−DOC
಺ೄ೅ವ
ቁ
[஺ቀ
11αOH−DOC
಺ೄ೅ವ
ቁା஺ቀ
DOC
಺ೄ೅ವ
ቁ]
 
 
8.4.6 Identificación y cuantificación de deshidroepiandrosterona (DHEA) y 11αOH-
deshidroepiandrosterona (11αOH-DHEA) 
 
La separación cromatográfica se realizó en una columna Mediterranea Sea C18 (150 mm × 4.6 
mm de diámetro interno, 5 μm de tamaño de partícula) (Teknokroma, Barcelona). Las fases 
móviles empleadas contenían agua y 0.1 % ácido fórmico  (A), acetonitrilo y 0.1 % ácido 
fórmico (B). El flujo empleado fue de 1 ml min-1 y el gradiente lineal utilizado se muestra en la 
tabla: 
Durante este gradiente, el eluyente se analizó por DAD y por el 
espectrómetro de masas desde el minuto 1 hasta el 60. 
 
Las condiciones de trabajo del equipo fueron: fuente de ionización IES, 
temperatura del capilar (350 °C), cobertura de nebulización (60 °C), 
voltaje del capilar (9 V), amplificador (400 Vp), corriente de la fuente 
(100 μA). Como gas auxiliar y nebulizador se utilizó nitrógeno de alta 
pureza. 
 
El análisis cuantitativo se realizó por el método del patrón interno, a partir de diluciones de la 
solución madre de DHEA, en concentraciones comprendidas entre 500 μM y 15.625 μM, a las 
que se añadió 250 μM de progesterona como patrón interno. La extracción de analitos se llevó 
a cabo de la misma manera que en las muestras a analizar (véase apartado 8.2 de materiales y 
métodos). Una vez realizada la extracción, los residuos se resuspendieron en 500 μl de 
acetonitrilo (LC-MaScan, LAB-SCAN) de los que se inyectaron 25 μl para su análisis 
cromatográfico. 
 
La cuantificación de 11αOH-DHEA, se realiza mediante el cálculo de rendimiento de la reacción 
empleando las áreas corregidas, al no disponer de producto puro. Se calcula el rendimiento de 
la biotransformación como: 
ѰP/S = 
஺ቀ
11αOH−DHEA
಺ೄ೅ವ
ቁ
[஺ቀ
11αOH−DHEA
಺ೄ೅ವ
ቁା஺ቀ
DHEA
಺ೄ೅ವ
ቁ]
 
 
 
 
Tiempo 
 (min) 
% A %B 
0 50 50 
5 50 50 
35 20 80 
40 20 80 
45 50 50 
60 50 50 
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8.4.7 Identificación y cuantificación de colesterol (CHO), androstenediona (AD), 11αOH-
androstenediona (11αOH-AD), 11βOH-androstenediona (11βOH-AD), 
androstenediendiona (ADD), 11αOH- androstenediendiona (11αOH-ADD), 11βOH-
androstenediendiona (11βOH-AD),  22-hidroxi-23,24-bisnorchol-4-en-3-ona (4-HBC) y 22-
hidroxi-23,24-bisnorchol-1,4-dien-3-ona (1,4-HBC)  
 
La separación cromatográfica se realizó en una columna Tracer Excel 120 ODSB C18 (150 mm 
× 4.6 mm de diámetro interno, 5 μm de tamaño de partícula) (Teknokroma, Barcelona). Las 
fases móviles empleadas contenían agua y 0.1 % ácido fórmico  (A), acetonitrilo y 0.1 % ácido 
fórmico (B), isopropanol y 0.1 % ácido fórmico (C). El flujo empleado fue de 1 ml min-1 y el 
gradiente lineal utilizado se muestra en la tabla: 
 
Durante este gradiente, el eluyente se analizó por DAD y por el 
espectrómetro de masas desde el minuto 1 hasta el 52. 
 
Las condiciones de trabajo del equipo fueron: fuente de 
ionización APCI, temperatura del capilar 275 °C, temperatura 
de vaporización 425 °C, voltaje del capilar 39 V, voltaje de 
descarga de la corona 6.00 kV, corriente de la fuente 6.00 μA y 
15 eV para la energía de disociación por colisión. Como gas 
auxiliar y nebulizador se utilizó nitrógeno de alta pureza  
 
 
El análisis cuantitativo se realizó por el método del patrón interno, a partir de diluciones de la 
solución madre de CHO, en concentraciones comprendidas entre 1000 μM y 15.625 μM, a las 
que se añadió 500 μM de testosterona como patrón interno. La extracción de analitos se llevó a 
cabo de la misma manera que en las muestras a analizar (véase apartado 11.2 de materiales y 
métodos). Una vez realizada la extracción, los residuos se resuspendieron en 1500 μl de 
acetonitrilo (LC-MaScan, LAB-SCAN) de los que se inyectaron 25 μl para su análisis 
cromatográfico. 
 
Las cuantificaciones de AD, ADD, 11αOH-AD, 11βOH-AD, 11αOH-ADD, 11βOH-ADD, 4-HBC y 
1,4-HBC se realizaron mediante el cálculo de rendimiento de la reacción empleando las áreas 
corregidas, al no disponer de producto puro. Se calcula el rendimiento con respecto al sustrato 
(colesterol) para cada producto de la biotransformación como: 
 
ѰAD/CHO = 
 
஺ቀ
AD
಺ೄ೅ವ
ቁ
[஺ቀ
AD
಺ೄ೅ವ
ቁା஺ቀ
ADD
಺ೄ೅ವ
ቁା ஺ቀ
11α/βOH−AD
಺ೄ೅ವ
ቁା஺ቀ
11α/βOH−ADD
಺ೄ೅ವ
ቁା஺ቀ
4−HBC
಺ೄ೅ವ
ቁା஺ቀ
1,4−HBC
಺ೄ೅ವ
ቁା஺ቀ
CHO
಺ೄ೅ವ
ቁ]
 
 
ѰADD/CHO = 
 
஺ቀ
ADD
಺ೄ೅ವ
ቁ
[஺ቀ
AD
಺ೄ೅ವ
ቁା஺ቀ
ADD
಺ೄ೅ವ
ቁା ஺ቀ
11α/βOH−AD
಺ೄ೅ವ
ቁା஺ቀ
11α/βOH−ADD
಺ೄ೅ವ
ቁା஺ቀ
4−HBC
಺ೄ೅ವ
ቁା஺ቀ
1,4−HBC
಺ೄ೅ವ
ቁା஺ቀ
CHO
಺ೄ೅ವ
ቁ]
 
Tiempo 
(min) 
% A % B % C 
0 50 50 0 
5 50 50 0 
15 20 71 9 
20 4 87 9 
40 0 85 15 
41 0 85 15 
42 50 50 0 
52 50 50 0 
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Ѱ11α/βOH-AD/CHO = 
஺ቀ
11α/βOH−AD
಺ೄ೅ವ
ቁ
[஺ቀ
AD
಺ೄ೅ವ
ቁା஺ቀ
ADD
಺ೄ೅ವ
ቁା ஺ቀ
11α/βOH−AD
಺ೄ೅ವ
ቁା஺ቀ
11α/βOH−ADD
಺ೄ೅ವ
ቁା஺ቀ
4−HBC
಺ೄ೅ವ
ቁା஺ቀ
1,4−HBC
಺ೄ೅ವ
ቁା஺ቀ
CHO
಺ೄ೅ವ
ቁ]
 
 
Ѱ11α/βOH-ADD/CHO = 
஺ቀ
11α/βOH−ADD
಺ೄ೅ವ
ቁ
[஺ቀ
AD
಺ೄ೅ವ
ቁା஺ቀ
ADD
಺ೄ೅ವ
ቁା ஺ቀ
11α/βOH−AD
಺ೄ೅ವ
ቁା஺ቀ
11α/βOH−ADD
಺ೄ೅ವ
ቁା஺ቀ
4−HBC
಺ೄ೅ವ
ቁା஺ቀ
1,4−HBC
಺ೄ೅ವ
ቁା஺ቀ
CHO
಺ೄ೅ವ
ቁ]
 
 
Ѱ4-HBC/CHO = 
 
஺ቀ
4−HBC
಺ೄ೅ವ
ቁ
[஺ቀ
AD
಺ೄ೅ವ
ቁା஺ቀ
ADD
಺ೄ೅ವ
ቁା ஺ቀ
11α/βOH−AD
಺ೄ೅ವ
ቁା஺ቀ
11α/βOH−ADD
಺ೄ೅ವ
ቁା஺ቀ
4−HBC
಺ೄ೅ವ
ቁା஺ቀ
1,4−HBC
಺ೄ೅ವ
ቁା஺ቀ
CHO
಺ೄ೅ವ
ቁ]
 
 
Ѱ1,4-HBC/CHO = 
஺ቀ
1,4−HBC
಺ೄ೅ವ
ቁ
[஺ቀ
AD
಺ೄ೅ವ
ቁା஺ቀ
ADD
಺ೄ೅ವ
ቁା ஺ቀ
11α/βOH−AD
಺ೄ೅ವ
ቁା஺ቀ
11αα/βOH−ADD
಺ೄ೅ವ
ቁା஺ቀ
4−HBC
಺ೄ೅ವ
ቁା஺ቀ
1,4−HBC
಺ೄ೅ವ
ቁା஺ቀ
CHO
಺ೄ೅ವ
ቁ]
 
 
 
8.4.8 Identificación y cuantificación de fitosteroles (FITO), androstenediona (AD), 11αOH-
androstenediona (11αOH-AD), 11βOH-androstenediona (11βOH-AD), 
androstenediendiona (ADD), 11αOH- androstenediendiona (11αOH-ADD), 11βOH-
androstenediendiona (11βOH-AD),  22-hidroxi-23,24-bisnorchol-4-en-3-ona (4-HBC) y 22-
hidroxi-23,24-bisnorchol-1,4-dien-3-ona (1,4-HBC)  
 
La separación cromatográfica se realizó en una columna Tracer Excel 120 ODSB C18 (150 mm 
× 4.6 mm de diámetro interno, 5 μm de tamaño de partícula) (Teknokroma, Barcelona). Las 
fases móviles empleadas contenían agua y 0.1 % ácido fórmico  (A), acetonitrilo y 0.1 % ácido 
fórmico (B), isopropanol y 0.1 % ácido fórmico (C). El flujo empleado fue de 1ml min-1 y el 
gradiente lineal utilizado se muestra en la siguiente tabla: 
 
Durante este gradiente, el eluyente se analizó por DAD y por el 
espectrómetro de masas desde el minuto 1 hasta el 52. 
 
Las condiciones de trabajo del equipo fueron: fuente de 
ionización APCI, temperatura del capilar 275 °C, temperatura 
de vaporización 425 °C, voltaje del capilar 39 V, voltaje de 
descarga de la corona 6.00 kV, corriente de la fuente 6.00 μA y 
15 eV para la energía de disociación por colisión. Como gas 
auxiliar y nebulizador se utilizó nitrógeno de alta pureza  
 
 
El análisis cuantitativo se realizó por el método del patrón interno, a partir de diluciones de la 
solución madre de FITO, en concentraciones comprendidas entre 1000 μM y 15.625 μM, a las 
que se añadió 500 μM de testosterona como patrón interno. La extracción de analitos se llevó a 
Tiempo 
(min) 
% A % B % C 
0 50 50 0 
5 50 50 0 
15 20 71 9 
20 0 91 9 
40 0 70 30 
41 0 85 15 
42 50 50 0 
52 50 50 0 
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cabo de la misma manera que en las muestras a analizar (véase apartado 11.2 de materiales y 
métodos). Una vez realizada la extracción, los residuos se resuspendieron en 1500 μl de 
acetonitrilo (LC-MaScan, LAB-SCAN) de los que se inyectaron 25 μl para su análisis 
cromatográfico. 
 
Para la preparación del medio de cultivo, como para la recta de calibrado se prepararon las 
soluciones de fitosteroles a una concentración de 1 mM empleando para el cálculo el peso 
molecular del β-sitosterol, el más abundante de los fitosteroles presentes en la mezcla. Sin 
embargo para la cuantificación se realizó una corrección basándose en la abundancia relativa 
de sus componentes: β-sitosterol (83.61 %), campesterol (7.59 %) y estigmasterol (8.79%) y 
teniendo en cuenta peso molecular de cada uno de ellos se calculó la concentración de los 
mismos, por lo que en la concentración real en las muestras preparadas a concentración 1 mM 
(medio inicial de cultivo) era la siguiente: 0.84 mM de β-sitosterol, 0.08 mM de campesterol y 
0.09 mM de estigmasterol. En la cuantificación, tanto para el cálculo del consumo como para el 
cálculo de los rendimientos, se expresa la concentración de fitosteroles como el sumatorio de 
las concentraciones sus componentes, e.g. para el tiempo inicial la concentración de 
fitosteroles sería 0.84+ 0.08 + 0.08= 1 mM). Como puede observarse, aunque esta corrección 
se realizó, resulta despreciable. 
 
Las cuantificaciones de de AD, ADD, 11αOH-AD, 11βOH-AD, 11αOH-ADD, 11βOH-ADD, 4-
HBC y 1,4-HBC se realizaron mediante el cálculo de rendimiento de la reacción empleando las 
áreas corregidas, al no disponer de producto puro. Se calcula el rendimiento con respecto al 
sustrato (fitosteroles) para cada producto de la biotransformación como: 
 
ѰAD/FITO = 
 
஺ቀ
AD
಺ೄ೅ವ
ቁ
[஺ቀ
AD
಺ೄ೅ವ
ቁା஺ቀ
ADD
಺ೄ೅ವ
ቁା ஺ቀ
11α/βOH−AD
಺ೄ೅ವ
ቁା஺ቀ
11α/βOH−ADD
಺ೄ೅ವ
ቁା஺ቀ
4−HBC
಺ೄ೅ವ
ቁା஺ቀ
1,4−HBC
಺ೄ೅ವ
ቁା஺ቀ
FITO
಺ೄ೅ವ
ቁ]
 
 
ѰADD/ FITO = 
 
஺ቀ
ADD
಺ೄ೅ವ
ቁ
[஺ቀ
AD
಺ೄ೅ವ
ቁା஺ቀ
ADD
಺ೄ೅ವ
ቁା ஺ቀ
11α/βOH−AD
಺ೄ೅ವ
ቁା஺ቀ
11α/βOH−ADD
಺ೄ೅ವ
ቁା஺ቀ
4−HBC
಺ೄ೅ವ
ቁା஺ቀ
1,4−HBC
಺ೄ೅ವ
ቁା஺ቀ
FITO
಺ೄ೅ವ
ቁ]
 
 
Ѱ11αOH-AD/ FITO = 
஺ቀ
11α/βOH−AD
಺ೄ೅ವ
ቁ
[஺ቀ
AD
಺ೄ೅ವ
ቁା஺ቀ
ADD
಺ೄ೅ವ
ቁା ஺ቀ
11α/βOH−AD
಺ೄ೅ವ
ቁା஺ቀ
11α/βOH−ADD
಺ೄ೅ವ
ቁା஺ቀ
4−HBC
಺ೄ೅ವ
ቁା஺ቀ
1,4−HBC
಺ೄ೅ವ
ቁା஺ቀ
FITO
಺ೄ೅ವ
ቁ]
 
 
Ѱ11α/βOH-ADD/ FITO = 
஺ቀ
11α/βOH−ADD
಺ೄ೅ವ
ቁ
[஺ቀ
AD
಺ೄ೅ವ
ቁା஺ቀ
ADD
಺ೄ೅ವ
ቁା ஺ቀ
11α/βOH−AD
಺ೄ೅ವ
ቁା஺ቀ
11α/βOH−ADD
಺ೄ೅ವ
ቁା஺ቀ
4−HBC
಺ೄ೅ವ
ቁା஺ቀ
1,4−HBC
಺ೄ೅ವ
ቁା஺ቀ
FITO
಺ೄ೅ವ
ቁ]
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Ѱ4-HBC/ FITO = 
 
஺ቀ
4−HBC
಺ೄ೅ವ
ቁ
[஺ቀ
AD
಺ೄ೅ವ
ቁା஺ቀ
ADD
಺ೄ೅ವ
ቁା ஺ቀ
11α/βOH−AD
಺ೄ೅ವ
ቁା஺ቀ
11α/βOH−ADD
಺ೄ೅ವ
ቁା஺ቀ
4−HBC
಺ೄ೅ವ
ቁା஺ቀ
1,4−HBC
಺ೄ೅ವ
ቁା஺ቀ
FITO
಺ೄ೅ವ
ቁ]
 
 
1,4-BNC/ FITO = 
 
஺ቀ
4−HBC
಺ೄ೅ವ
ቁ
[஺ቀ
AD
಺ೄ೅ವ
ቁା஺ቀ
ADD
಺ೄ೅ವ
ቁା ஺ቀ
11α/βOH−AD
಺ೄ೅ವ
ቁା஺ቀ
11α/βOH−ADD
಺ೄ೅ವ
ቁା஺ቀ
4−HBC
಺ೄ೅ವ
ቁା஺ቀ
1,4−HBC
಺ೄ೅ವ
ቁା஺ቀ
FITO
಺ೄ೅ವ
ቁ]
  
 
8.4.9 Identificación y cuantificación de deoxicosticosterona (DOC), corticosterona 
(CORT) (11βOH-deoxicorticosterona), cortexolona (RSS), hidrocortisona (HC) (11βOH-
RSS),  androstenediona (AD), 11β-hidroxiandrostenediona (11βOH-AD). 
 
La separación cromatográfica se realizó en una columna Mediterranea Sea C18 (150 mm × 4.6 
mm de diámetro interno, 5 μm de tamaño de partícula) (Teknokroma, Barcelona). Las fases 
móviles empleadas contenían agua y 0.1 % ácido fórmico  (A), acetonitrilo y 0.1 % ácido 
fórmico (B). El flujo empleado fue de 1 ml min-1 y el gradiente lineal utilizado mostrado en la 
tabla: 
Durante este gradiente, el eluyente se analizó por DAD y por el 
espectrómetro de masas desde el minuto 1 hasta el 60. 
 
Las condiciones de trabajo del equipo fueron: fuente de ionización 
IES, temperatura del capilar (350 °C), cobertura de nebulización (60 
°C), voltaje del capilar (9 V), amplificador (400 Vp), corriente de la 
fuente (100 μA). Como gas auxiliar y nebulizador se utilizó nitrógeno 
de alta pureza. 
 
El análisis cuantitativo se realizó por el método del patrón interno, a partir de diluciones de las 
soluciones madre de DOC, CORT, RSS, HC, AD y 11βOH-AD en concentraciones 
comprendidas entre 500 μM y 15.625 μM, a las que se añadió 250 μM de testosterona como 
patrón interno. La extracción de analitos se llevó a cabo de la misma manera que en las 
muestras a analizar (véase apartado 11.2 de materiales y métodos). Una vez realizada la 
extracción, los residuos se resuspendieron en 500 μl de acetonitrilo (LC-MaScan, LAB-SCAN) 
de los que se inyectaron 25 μl para su análisis cromatográfico. 
 
9. ANÁLISIS BIOINFORMÁTICOS 
 
Los análisis de secuencias de ADN y proteínas se realizaron utilizando el paquete de 
programas LASERGENE así como los programas y bases de datos detallados a continuación.  
 
La búsqueda de secuencias nucleotídicas y proteicas de R. oryzae fue realizado utilizando el 
servidor del Broad Institute (http://www.broad.mit.edu/annotation/genome/rhizopus 
oryzae/MultiHome.html) y en la base de datos de genes del National Center for Biotechnology 
Information (NCBI)  (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/). Para la búsqueda de secuencias de C. 
Tiempo 
(min) 
% A % B 
0 60 40 
5 60 40 
35 20 80 
40 20 80 
45 60 40 
60 60 40 
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lunatus utilizó el servidor Genome Portal del Joint Genome Institute (http://genome.jgi.doe.gov/) 
y la búsqueda de proteínas anotadas en la base de datos de Joint Genome Institute se realizó 
mediante la búsqueda de dominios comparados con los importados de la base de datos Pfam 
(http://pfam.xfam.org/) o InterPro (http://www.ebi.ac.uk/interpro/).  
 
Las secuencias de nucleótidos y las secuencias de aminoácidos fueron comparadas con las 
existentes en las bases de datos mediante el uso de los algoritmos BLAST, a través del 
servidor del National Center for Biotechnology Information (NCBI) 
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/cgibin/Entrez/genom_table_cgi) o empleando la herramienta 
LocalBLAST para alineamientos contra una base de datos local, del programa BioEdit y 
mediante los algoritmos HMMER, a través del servidor del European Bioinformatics Institute 
(EBI) (http://www.ebi.ac.uk/Tools/hmmer/). 
 
Los alineamientos múltiples de proteínas se llevaron a cabo con el programa MUSCLE a través 
del servidor del European Bioinformatics Institute (EBI) 
(http://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/muscle/).  
 
Los estudios filogenéticos se realizaron empleando la herramienta Phylogeny 
(http://www.phylogeny.fr/), empleando MUSCLE para el alineamiento múltiple de secuencias y 
Gblocks para el curado de dichos alineamientos. Los filogramas se construyeron empleando un 
procedimiento bootstrap (100 replicados) y un modelo de sustitución WAG y la visualización de 
los distintos filogramas y los análisis posteriores se realizaron con los programas MEGA 5.2 y 
FigTree 1.4.2. 
 
Las masas moleculares teóricas de las proteínas se calcularon con el programa Compute 
pI/Mw del servidor ExPASy (http://www.expasy.org/tools/pi_tool.html). 
  
Las predicciones de estructura secundaria y la comparación de las mismas se realizaron con el 
programa HHPred, alojado en el servidor del Instituto Max Planck 
(http://toolkit.tuebingen.mpg.de/hhpred). Las predicciones de estructura tridimensional y la 
comparación de las mismas se realizaron con el programa SWISS-MODEL, también alojado en 
el servidor ExPASy (http://swissmodel.expasy.org/workspace/) y la visualización de los distintos 
modelos y los análisis posteriores se realizaron con el programa PyMol. La búsqueda de 
dominios transmembrana se realizó empleando el algoritmo SOSUI (http://harrier.nagahama-i-
bio.ac.jp/sosui/sosui_submit.html). 
 
 
  
 
 
 
 
 
 
 
VI. Resultados 
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1. PRODUCCIÓN DE ESTEROIDES 11α–HIDROXILADOS 
 
1.1. UTILIZACIÓN DE Rhizopus oryzae PARA LA PRODUCCIÓN DE ESTEROIDES 11α–
HIDROXILADOS 
 
Como ya se ha comentado en la introducción, la forma convencional de producir esteroides 
11α-hidroxilados es mediante procesos de biotransformación utilizando hongos como por 
ejemplo R. oryzae. Sin embargo, las biotransformaciones fúngicas de esteroides, a pesar de 
presentar grandes ventajas frente a la síntesis química, tienen lugar con bajos rendimientos, en 
parte debidos a la aparición de un gran número de subproductos que además de disminuir la 
eficiencia del proceso complican las posteriores etapas de purificación del producto deseado. 
 
Para comprobar estos aspectos y como punto de partida de este estudio se realizaron ensayos 
de hidroxilación con R. oryzae sobre diferentes sustratos esteroideos. Para llevar a cabo estos 
ensayos se cultivó R. oryzae en medio M7 durante 96 h a 30 ºC, momento en el que se 
adicionó el esteroide a una concentración final de 300 µM desde una solución 5 mM en 10 % 
(v/v) de Tyloxapol. La biotransformación se prolongó durante 16 h en el caso de la 
progesterona y durante 20 h para el resto de los esteroides. Los productos obtenidos en estos 
ensayos se analizaron mediante TLC (Fig. R1.1). 
Figura R1.1 Análisis mediante TLC de la 11α-hidroxilación de esteroides por R. oryzae. A.- 11α-
Hidroxilación de progesterona (PROG). Carril 1, 0 h; carril 2, 3 h; carril 3, 20 h. B.- 11α-hidroxilación 
de androstenediona (AD), androstenediendiona (ADD), testosterona (TEST), deoxicorticosterona 
(DOC) y deshidroepiandrosterona (DHEA) a tiempo inicial (0 h) (carriles impares) y a tiempo final (16 h) 
(carriles pares). A. PROG; B. AD; C. ADD; D. TEST, E. DOC, F. DHEA. Los correspondientes productos 
11α-hidroxilados se marcan con una flecha. 
 
Tal y como se muestra en la Fig. R1.1 R. oryzae es capaz de modificar todos los compuestos 
esteroideos empleados en este ensayo; no obstante, además de producirse el compuesto 11α-
hidroxilado de interés se observaron otros compuestos, en algunos casos en igual o mayor 
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abundancia, por lo que los rendimientos del producto con respecto al sustrato fueron bajos. La 
conversión de los esteroides resultó ser del 100 % salvo en el caso de AD. 
 
A la vista de estos resultados se planteó la opción de transferir la actividad 11α- hidroxilasa de 
R. oryzae a un organismo heterólogo que estuviese exento de estas actividades secundarias 
de transformación de los esteroides. 
 
1.2. PRODUCCIÓN HETERÓLOGA DE LA 11α-HIDROXILASA DE R. oryzae 
 
Como se ha comentado en la Introducción, el citocromo responsable de la actividad 11α-
hidroxilasa, Cyp509C12, así como su correspondiente proteína citocromo-reductasa (CPR), 
RoCPR1, ya han sido identificados y caracterizados en R. oryzae (Petric et al., 2010). Con el fin 
de mejorar el proceso de producción de esteroides 11α-hidroxilados de interés farmacológico 
y/o industrial se planteó la posibilidad de transferir la actividad 11α-hidroxilasa a diferentes 
chasis bacterianos que deberían cumplir dos características fundamentales: por un lado, 
deberían ser capaces de transportar esteroides en ambos sentidos y por otro lado deberían 
carecer de actividades enzimáticas que pudieran modificar de manera diferente a la deseada 
bien el esteroide de partida o bien el producto de la reacción. De esta manera la bacteria 
hospedadora modificada portadora de la actividad 11α-hidroxilasa permitiría por un lado 
obtener esteroides 11α-hidroxilados sin la aparición de otros subproductos y por otro, la 
obtención de esteroides 11α-hidroxilados a partir de compuestos como el colesterol o 
fitosteroles en caso de que la bacteria pudiese metabolizar estos esteroles naturales hasta el 
producto de partida de la biotransformación. Con esta última opción se abriría una nueva vía de 
síntesis a partir de materias primas más baratas que las habitualmente empleadas y esto 
supondría en sí mismo un cambio importante en la forma de producción de estos compuestos 
hidroxilados. 
 
1.2.1. Diseño y construcción del operon sintético FUN 
 
Para llevar a cabo la producción heteróloga de la actividad 11α-hidroxilasa en bacterias se 
diseñó el operón sintético denominado FUN, el cual contiene los genes cyp509C12 y roCPR1 
de R. oryzae, que codifican el citocromo CYP509C12 con actividad 11α-hidroxilasa y la 
proteína citocromo reductasa RoCPR1 necesaria para la actividad del mismo, respectivamente. 
El uso de codones se optimizó de forma manual para las bacterias Mycobacterium y 
Rhodococcus, conservando un porcentaje de identidad en nucleótidos de 82.80 % para el caso 
del citocromo y de 83.24 % para el caso de la CPR. Para conseguir la traducción óptima del 
ARNm se añadió una secuencia Shine Dalgarno/RBS (AAAGGGAG) 6 pb aguas arriba a partir 
de los respectivos codones de inicio de cada gen. Se añadieron además diversos sitios de 
restricción para facilitar diferentes opciones de clonación (Fig. R1.2). Además se añadió una 
alanina como segundo aminoácido para aumentar la traducción de las proteínas. El operón 
diseñado se sintetizó mediante síntesis química y se clonó inicialmente en el plásmido pGH 
generando el plásmido recombinante pGH-FUN que se utilizó para transformar células 
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competentes de E. coli DH10B. El plásmido pGH-FUN se secuenció para verificar que la 
secuencia del operón clonado era correcta. 
 
 
 
 
 
Figura R1.2 Representación esquemática de los genes contenidos en el operón sintético FUN. Las 
secuencias de las regiones intergénicas (R1- R3) se indican en la tabla. Se subrayan las secuencias de 
los sitios de restricción y se anotan en la figura. Las secuencias RBS (AAAGGGAG) se indican en negrita.  
 
1.2.2. Producción de esteroides 11α–hidroxilados en Mycobacterium smegmatis 
 
M. smegmatis mc2 155 es una actinobacteria ampliamente empleada en el campo de la 
biotransformación de esteroides, debido a su capacidad para transportarlos y degradarlos. En 
el presente estudio se pretende analizar la capacidad de este chasis para la obtención de 
diversos esteroides 11α-hidroxilados de interés farmacológico y/o industrial, empleando 
materias primas de bajo coste como el colesterol o los fitosteroles. 
 
1.2.2.1. CONSTRUCCIÓN DE LOS VECTORES DE EXPRESIÓN DEL OPERÓN FUN EN 
MICOBACTERIAS 
 
El plásmido pGH-FUN se digirió con BamHI y EcoRI para liberar el fragmento que contiene el 
operón FUN y éste fue subclonado en el plásmido pMV261, con doble origen de replicación 
para E. coli / Mycobacterium; resultando el vector pMVFUN que expresará los genes bajo 
control del promotor constitutivo Phps. El plásmido pMVFUN se clonó inicialmente en E. coli 
DH10B donde se secuenció para comprobar que la construcción era correcta. Los plásmidos 
pMV261 y pMVFUN fueron posteriormente aislados de las cepas de E. coli portadoras y 
transformados en M. smegmatis mediante electroporación (ver Materiales y Métodos Sección 
3.2). 
 
1.2.2.2. ESTUDIO DE EXPRESIÓN DEL OPERÓN FUN EN MICOBACTERIAS 
 
Para comprobar la correcta producción de las proteínas del operón FUN se analizaron las 
fracciones soluble e insoluble de los extractos celulares. Se muestran los extractos proteicos de 
una muestra representativa de M. smegmatis (Fig. R1.3) en las condiciones de 
R1 ggatccctgcaggagctcTGAccTGAgagaaagggagTGAaccATG 
R2 tcacaattgcctaggcagctgTGAccTGAgagaaagggagTGAcatATG 
R3 tctagagaattc 
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biotransformación ensayadas, donde no se observa sobreproducción, aunque si se detecta 
RoCPR1 tanto en la fracción soluble como la insoluble y el citocromo CYP509C12 en la 
fracción insoluble. 
Figura R1.3 Análisis mediante SDS-PAGE de los extractos celulares de M. smegmatis Δ6039 
(pMV261) (C-, carriles 2 y 4) y M. smegmatis Δ6039 (pMVFUN) (FUN, carriles 3 y 5) en las condiciones 
de biotransformación a las 24h. Carriles 1 y 6: marcador de peso molecular. Carriles 2 y 3: fracción 
soluble (SN). Carriles 4 y 5: fracción insoluble (P). Se indican con flechas y asteriscos las proteínas. 
 
De forma habitual, cuando se sobreproducen citocromos, se sigue la producción de los mismos 
mediante la coloración rojiza de las células debido al grupo hemo; sin embargo, debido al gran 
número de citocromos que posee M. smegmatis, en las condiciones ensayadas no se observan 
importantes diferencias en la coloración. Esta característica se estudiará en cada caso en 
particular. 
 
1.2.2.3. PRODUCCIÓN DE SINTONAS 11α-HIDROXILADAS A PARTIR DE MATERIAS 
PRIMAS DE BAJO COSTE 
 
Con el fin de obtener los 11αOH-esteroides de interés industrial empleando esteroles de origen 
natural se realizaron los ensayos que se muestran a continuación, tal como se indica. 
 
Todos los ensayos se realizaron con células en crecimiento de las cepas mutantes de M. 
smegmatis mc2 155 (pMVFUN) indicados en cada caso. Las cepas se cultivaron en medio 7H9 
que contenía colesterol o fitosteroles a una concentración final 1 mM disueltos en 3.6 % (v/v) 
de Tyloxapol (empleado para la biotransformación) y 1.8 mM de glicerol (empleado como 
fuente de carbono y energía), 0.5 mM del precursor del grupo hemo: ácido δ- aminolevulínico 
(ALA) –salvo en los casos en que se indique lo contrario- y 20 µg ml-1 de kanamicina (Ver 
Materiales y Métodos, secciones 2.2 y 7.3). Los cultivos se inocularon a una DO600 inicial de 
0.1. Se tomaron alícuotas a las 24 h, 48 h, 72 h y 96 h, se midió la DO600 y una vez extraídas se 
analizaron cualitativamente mediante TLC y cuantitativamente mediante HPLC-DAD-MS: por 
separación cromatográfica y mediante la relación masa-carga (m/z) del ion característico y la 
rotura del mismo. La identificación y cuantificación de los productos se realizó como se indica 
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en  Materiales y Métodos, Secciones 8.4.7 y 8.4.8. En todos los casos de analizaron todos los 
productos que se indican: colesterol (CHO) o fitosteroles (FITO), androstenediona (AD), 
androstenediendiona (ADD), 11α-hidroxi-androstenediona (11αOH-AD), 11α-hidroxi-
androstenediendiona (11αOH-ADD), 22-hidroxi-23,24-bisnorchol-4-en-3-one (4-HBC) y 22-
hidroxi-23,24-bisnorchol-1,4-dien-3-one (1,4-HBC); no obstante en el texto y en las figuras no 
se muestran aquellos que no son relevantes en el análisis debido a la cantidad insignificante en 
la que aparecen.  Resulta necesario aclarar que la cuantificación se realizó en base a los 
compuestos identificados ante dichos; por tanto, los rendimientos y cuantificaciones pueden ser 
sensiblemente menores a los hallados al no ser posible asegurar que existan otros 
compuestos, bien más apolares que el colesterol, bien más polares que los compuestos 11α-
hidroxilados descritos, que no se estén detectando mediante los métodos cromatográficos 
empleados. 
 
Para comprobar que el producto no se forma de manera natural por la acción del 
microorganismo se emplearon como control negativo las cepas mutantes de M. smegmatis mc2 
155 indicadas en cada caso portando el plásmido pMV261 (sin inserto). Además ello permitió 
comparar el crecimiento con la cepa que porta el plásmido que expresa el operón. 
 
1.2.2.3.1. Producción de 11αOH–ADD en M. smegmatis Δ6039 
 
Como ya se ha comentado en la Introducción, existen bacterias mutantes en algunos genes de 
la ruta de degradación de esteroles capaces de acumular sintonas de interés. M. smegmatis 
Δ6039 es una cepa mutante por deleción en el gen MSMEG_6039 (kshB), capaz de llevar a 
cabo la degradación de colesterol -o fitosteroles- hasta la obtención de ADD, ya que no es 
capaz de continuar la ruta de degradación hasta 9OH-AD debido a la deleción del gen kshB el 
cual permite la producción de la proteína KstH encargada de realizar la hidroxilación en dicha 
posición; quedando por tanto bloqueada la ruta de degradación de colesterol –y fitosteroles- en 
ADD (ES P201430272,  WO2015128534 A1; Galán et al., artículo en preparación). 
 
Por tanto se empleó M. smegmatis Δ6039 (pMVFUN) para obtener 11αOH–ADD a partir de 
materias primas de bajo coste como colesterol o fitoesteroles ya que, una vez obtenido el 
compuesto ADD, fue posible realizar la hidroxilación en la posición 11α del mismo, debido a las 
proteínas producidas mediante la expresión de los genes contenidos en el operón FUN. 
 
a) Producción 11αOH–ADD a partir de colesterol 
 
La figura R1.4 muestra la curva de crecimiento de las cepas M. smegmatis Δ6039 (pMVFUN) y 
M. smegmatis Δ6039 (pMV261) donde se observa que la expresión de los genes contenidos en 
el operón FUN parece afectar al crecimiento en las condiciones ensayadas. 
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Figura R1.4 Curvas de crecimiento de M. smegmatis Δ6039 (pMV261) (línea azul) y M. 
smegmatis Δ6039 (pMVFUN) (línea roja) en las condiciones de biotransformación. 
 
La cepa M. smegmatis Δ6039 (pMVFUN) es capaz de biotransformar CHO en 11αOH-ADD. Se 
aprecia el consumo de CHO a partir de las 24 h, siendo la conversión del mismo a tiempo final 
(96 h) (sustrato consumido respecto al sustrato inicial) de 99.6 ± 0.3 %. También se aprecia la 
producción creciente a partir de las 48 h de 11αOH-ADD hasta el tiempo final (96 h), con un 
rendimiento de producción respecto a CHO (producto 11αOH-ADD producido respecto al 
sustrato CHO consumido, φ11αOH-ADD/CHO) de 65.8 ± 3.9 % (Fig. R1.5.A, Fig. R1.6 y Fig. R1.7).  
 
Es notable la aparición de otros subproductos, identificados mediante TLC (Fig. R1.6) y HPLC-
DAD-MS (Fig. R1.7), siendo el más importante ADD (φADD/CHO= 25.4 ± 4.3 %) y en menor 
medida 11αOH-AD (φ11αOH-AD/CHO= 8.6 ± 0.5 %) (Fig. R1.5.B). 
 
La cepa control M. smegmatis Δ6039 (pMV261) no tiene la capacidad de producir 11αOH-ADD 
(Fig. R1.7.A), pero si que se observó biotransformación de CHO en ADD, donde la conversión 
fue de 96.2 ± 5.9 % y el rendimiento del producto ADD producido con respecto al sustrato CHO 
consumido fue de φADD/CHO= 99.3 ± 0.3 %; observándose también una pequeña cantidad no 
significativa de 1,4-HBC. 
 
A pesar de que la biotransformación se llevó a cabo durante 96 h, como puede observarse (Fig. 
R1.5), los mismos resultados habían sido alcanzados a las 72 h; por lo que el tiempo de 
biotransformación puede reducirse en, al menos, 24 h. 
 
También se calculó el rendimiento del producto 11αOH-ADD con respecto a la biomasa 
(cantidad de producto 11αOH-ADD producido por cantidad de biomasa medida como peso 
seco presente en el cultivo, φ11αOH-ADD/X), siendo éste de 54.5 ± 3 (mg/mg), lo cual indica que 
por cada mg de biomasa se obtiene en torno a 54.5 mg del producto. 
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Figura R1.5 Seguimiento de la biotransformación de CHO en cultivos en crecimiento de M. 
smegmatis Δ6039 (pMVFUN). A. Consumo de CHO y producción de 11αOH-ADD. B. Producción de 
subproductos relevantes. 
Figura R1.6 Análisis mediante TLC de la biotransformación de CHO en cultivos en crecimiento de 
M. smegmatis Δ6039 (pMVFUN) a distintos tiempos (0 a 96 h).   
Carmen Felpeto Santero 
80 
 
R
esultados 
Cabe destacar que la cuantificación de los compuestos identificados se realizó empleando los 
espectros de masas de los iones característicos de los mismos; en el caso de 11αOH- ADD y 
11αOH-AD eluyen en el minuto 3.3 y 3.6, respectivamente, por lo que mediante  HPLC-DAD los 
picos prácticamente solapan (Fig. R1.7.A) pero la relación masa/carga (m/z) del ion 
característico del 11αOH-ADD es 301 y del 11αOH-AD es 303; lo que permite la cuantificación 
empleando los espectros de masas de los mismos (Fig R1.7.B). En el caso del CHO no es 
posible visualizarlo mediante HPLC-DAD, sin embargo si mediante MS, donde su respuesta es 
baja, aunque perfectamente detectable y cuantificable mediante m/z de su ion característico 
369. 
 
Además de los compuestos mencionados, se observa también la aparición de otros 
compuestos no identificados hasta el momento más polares que el 11αOH-ADD (por tanto 
migran más abajo en la TLC). No han sido tenidos en cuenta en la cuantificación los 
compuestos no observados mediante HPLC-DAD-MS, además resultan poco significativos por 
la pequeña proporción en la que aparecen. Nótese que el factor respuesta es diferente para 
cada compuesto: para algunos compuestos la respuesta puede ser alta pero encontrarse en 
pequeña cantidad, como es el caso de 1,4-HCB, cuya proporción total en la muestra es 
cercana al 1 % pero observable en TLC; mientras que el compuesto AD está presente en la 
misma cantidad y, debido a su menor respuesta, es apenas observable (Fig. R1.6). Teniendo 
en cuenta lo anterior y que el sumatorio de los rendimientos calculados para todos los 
productos identificados en la biotransformación es prácticamente del 100 % y por tanto el 
sumatorio de las concentraciones molares de todos los productos identificados coincide con la 
de CHO consumido; se estima que estos subproductos aparecen en una proporción muy baja 
(menor al 1%) y son considerados por tanto, irrelevantes en términos cuantitativos en la 
biotransformación.  
 
Cabe destacar la observación mediante HPLC-DAD-MS de un compuesto no identificado que 
eluye en el minuto 4.92 y cuya m/z es 345. Resulta lógico pensar que se trate del compuesto 
11αOH-1,4-HBC, basándose en la polaridad –tiempo de elución- y porque m/z del mismo 
coincide con la  de 1,4-HBC incrementada en 16, lo que podría corresponderse con la adición 
de un grupo OH; siendo además coincidente con el compuesto observado mediante TLC. Se 
ha podido confirmar que es 11αOH-1,4-HBC y se ha podido comprobar donde migra en TLC 
gracias a que obtuvimos de Gadea-Pharma el producto 1,4-HBC y éste se biotransformó con 
una cepa recombinante de Corynebacterium para conseguir un “patrón” (ver más adelante). 
 
Por todo lo anterior se puede concluir que es factible la producción de 11αOH-ADD a partir de 
CHO con rendimientos cercanos al 66%. 
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Figura R1.7. Análisis mediante HPLC-DAD-MS de la biotransformación de CHO en cultivos en 
crecimiento de las cepas M. smegmatis Δ6039 (pMVFUN) (FUN) y  M. smegmatis Δ6039 (pMV261) 
(C-) a tiempo inicial (t 0h) y tiempo final (t 96h). A. Comparativa de la biotransformación de las 
cepas estudiadas. Cromatogramas HPLC registrados en DAD (50-600 nm)  (línea verde oscuro) y 
espectros de masas obtenidos de los iones de m/z entre 150-400 (full scan) (línea negra) de muestras 
tomadas a tiempo inicial (t 0 h) y a tiempo final (t 96 h). B. Estudio de la biotransformación de M. 
smegmatis Δ6039 (pMVFUN) (FUN).  Ampliación de los minutos 0 a 14 del cromatograma HPLC 
registrado en DAD (50-600 nm) (línea verde oscuro), espectro de masas obtenidos de los iones de m/z 
entre 150-400 (full scan) (línea negra), espectro de masas del ion 301 (ion característico del compuesto 
11αOH-ADD) (línea roja) y espectro de masas del ion 303 (ion característico del compuesto 11αOH-AD) 
(línea verde claro). 
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Tal como se ha expuesto, para favorecer la síntesis del citocromo CYP509C12 recombinante 
se añade al cultivo ácido δ-aminolevulínico (ALA) que es un precursor del grupo hemo, pero 
dado su alto precio se encarecería el coste del producto convirtiendo el proceso en inviable 
desde el punto de vista económico, por ello se propuso realizar el ensayo de biotransformación 
sin el uso del mismo. 
 
Paralelamente se valoraron otras alternativas para favorecer la síntesis del citocromo y por 
tanto del grupo hemo sin la adición de ALA. Mycobacterium tuberculosis es capaz de usar 
hemo libre y el hemo de la hemoglobina como fuente de hierro ya que posee diferentes 
proteínas de membrana y un hemóforo para su transporte (Tullius et al., 2011). En M. 
smegmatis no ha sido caracterizado hasta la fecha ningún sistema de transporte del grupo 
hemo libre o ruta alternativa; pero se asume que se trata de un sistema presente en 
micobacterias ya que el mutante de deleción de M. smegmatis en la zona homologa a la región 
en la que se encuentran los genes Rv_0203 (hemóforo), Rv_0202c ( MmpL11) y Rv_0206c 
(MmpL3) de M. tuberculosis pierde la capacidad de crecer en medio mínimo sin más aporte de 
hierro que el grupo hemo, siendo restaurada dicha capacidad al ser complementado en trans 
con los genes Rv_0203, Rv_0202c y Rv_0206c de M. tuberculosis (Tullius et al., 2011). 
 
Teniendo en cuenta lo anterior se procedió a realizar los cultivos en las mismas condiciones 
que en el apartado anterior, pero en ausencia de ALA y en ausencia de ALA pero adicionando 
sangre ovina (sangre desfibrinada de oveja, Thermo Scientific) en proporción 1:10 (v:v) a los 
cultivos. Se empleó sangre ovina y no grupo hemo libre debido a que se trata de un compuesto 
más económico, factible para ser empleado en una fermentación industrial. 
 
La figura R1.8 muestra las curvas de crecimiento de las cepas M. smegmatis Δ6039 (pMVFUN) 
y M. smegmatis Δ6039 (pMV261) donde se observa que la expresión de los genes contenidos 
en el operón FUN no parece afectar al crecimiento en ausencia de ALA (Fig. R1.8.A) ni en 
ausencia del mismo con adición de sangre (Fig. R1.8.B). Si se observa mejora en el 
crecimiento debido a la adición de sangre (Fig. R1.8.B), sin embargo no parece ser debido a la 
mejora en la producción del citocromo recombinante CYP509C12, ya que ocurre tanto en la 
cepa que lo contiene como en la cepa empleada como control; probablemente se deba a otros 
aportes. Se observa un comportamiento diáuxico en el caso del clon que porta el citrocromo 
que no es fácil de explicar. 
 
Cabe destacar como hecho significativo los cambios en la coloración de las células de cultivo; 
no se observan diferencias entre las cepas M. smegmatis Δ6039 (pMVFUN) y M. smegmatis 
Δ6039 (pMV261) debido probablemente al alto número de citocromos presente en M. 
smegmatis, como ya se ha explicado anteriormente; sin embargo si se observa esta diferencia 
entre añadir o no ALA o añadir sangre, en cada una de las cepas. (Fig. R1.9). 
 
 
 
 
Producción de esteroides mediante ingeniería de citocromos 
83 
 
R
es
ul
ta
do
s 
 
Figura R1.8 Curvas de crecimiento de M. smegmatis Δ6039 (pMV261) (línea azul) y M. smegmatis 
Δ6039 (pMVFUN) (línea roja) en las condiciones de biotransformación en ausencia de ALA (A) y en 
ausencia de ALA y con adición de sangre (B). 
Figura R1.9 Sedimentos celulares de M. smegmatis Δ6039 (pMV261) (C-) y M. smegmatis Δ6039 
(pMVFUN) (FUN) en las condiciones de biotransformación, en ausencia de ALA (NO ALA, carriles 1 
y 3), con adición de ALA (ALA, carriles 2 y 4)  y en ausencia de ALA pero con adición de sangre 
(SANGRE, carriles 5 y 6).  
 
La cepa M. smegmatis Δ6039 (pMVFUN) es capaz de biotransformar CHO en 11αOH-ADD, 
tanto en ausencia de ALA, como en ausencia de ALA y adición de sangre ovina. Se aprecia el 
consumo de CHO a partir de las 24 h, siendo la conversión del mismo a tiempo final (sustrato 
consumido respecto al sustrato inicial) de 99.9 ± 0.1 % en ausencia de ALA y de 98.8 ± 2.0 en 
ausencia de ALA y adición de sangre; así como se aprecia también la producción creciente a 
partir de las 48 h de ADD y en menor medida de 11αOH-ADD hasta el tiempo final (96 h), con 
un rendimiento de producción respecto a CHO (producto 11αOH-ADD producido respecto al 
sustrato CHO  consumido, φ11αOH-ADD/CHO) de 11.6 ± 0.7 % en ausencia de ALA y de 13.6 ± 0.7 
% en ausencia de ALA y adición de sangre (Fig. R1.10 y Fig. R1.11). Cabe destacar que la 
conversión hasta ADD resultó exitosa (φADD/CHO= 85.8  ± 0.7 % en ausencia de ALA y de 84.6 ± 
0.8 % en ausencia de ALA y adición de sangre), pero no se llevó a cabo la biotransformación 
hasta el producto de interés 11αOH-ADD. La aparición de otros productos es poco significativa 
por la proporción en que aparecen, siendo el único compuesto destacable cuantitativamente a 
tiempo final el 11αOH-AD (φ11αOH-AD/CHO= 2.0 ± 0.1 % en ausencia de ALA y φ11αOH-AD/CHO= 1.0 ± 
0.0 % en ausencia de ALA y adición de sangre) (Fig. R1.10 y Fig. R1.11). 
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Como se esperaba, la cepa control M. smegmatis Δ6039 (pMV261) no tuvo la capacidad de 
producir 11αOH-ADD, pero si que se observó biotransformación de CHO en ADD, con valores 
muy semejantes a los alcanzados en presencia de ALA.  
 
 Figura R1.10 Seguimiento de la biotransformación de CHO en cultivos en crecimiento de M. 
smegmatis Δ6039 (pMVFUN). Consumo de CHO y producción de 11αOH-ADD (A y C)  y de 
subproductos relevantes (B y D) en ausencia de ALA (A y B) y en ausencia de ALA y con adición 
de sangre (C y D). 
 
Figura R1.11 Análisis mediante TLC de la biotransformación de CHO en cultivos en crecimiento de 
M. smegmatis Δ6039 (pMVFUN) en ausencia de ALA (A) y en ausencia de ALA y con adición de 
sangre (B) a distintos tiempos (0 a 96 h). 
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También se calculó el rendimiento del producto 11αOH-ADD con respecto a la biomasa 
(cantidad de producto 11αOH-ADD producido por cantidad de biomasa medida como peso 
seco presente en el cultivo, φ11αOH-ADD/X), siendo éste de 15.4 ± 0.1 (mg/mg) en ausencia de 
ALA y de 20.0 ± 0.1 (mg/mg) en ausencia de ALA y con adición de sangre; lo cual indica que 
por cada mg de biomasa se obtiene en torno a 15.4 mg y 20.0 mg del producto transformado, 
respectivamente. 
 
También son detectados mediante HLPC-DAD-MS el compuesto 1,4-HBC y en una pequeña 
proporción el compuesto cuya m/z es 345 ya comentado anteriormente, 11αOH-1,4-HBC. El 
compuesto 1,4-HBC, aunque sigue estando presente en una pequeña proporción (menor al 
1%), puede observarse en una mayor proporción del mismo en el ensayo llevado a cabo en 
ausencia de ALA respecto a los otros 2 ensayos (Fig. R1.12). 
 
No se observa acumulación de otros subproductos o intermediarios diferentes a los descritos 
anteriormente. 
Figura R1.12 Análisis mediante HPLC-DAD-MS de la biotransformación de CHO en cultivos en 
crecimiento de M. smagmatis Δ6039 (pMVFUN) (FUN) en presencia de ALA (ALA), ausencia de ALA 
(NO ALA) y en ausencia de ALA y adición de sangre (NO ALA, SANGRE) a tiempo final (t 96 h). 
Cromatogramas de HPLC registrado en DAD (50-600 nm) (línea verde oscuro) y los espectros de masas 
obtenidos de los iones de m/z entre 150-400 (full scan) (línea negra). 
 
b) Producción 11αOH–ADD a partir de fitosteroles 
 
Como ya se ha comentado en la introducción, los fitosteroles (término colectivo en el que se 
engloban los esteroles presentes en las plantas, siendo los principales β-sitosterol, campesterol 
y estigmasterol) son la materia prima de bajo coste de elección en la industria esteroides para 
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la producción de sintonas y productos de interés farmacológico y/o industrial. Es por ello que 
resulta de vital importancia comprobar la potencialidad de usarlos como sustrato de partida en 
las biotransformaciones que se han llevado a cabo.  
 
Tal como se puede observar en las curvas de crecimiento de las cepas M. smegmatis Δ6039 
(pMVFUN) y M. smegmatis Δ6039 (pMV261) la expresión de los genes contenidos en el operón 
FUN no parece afectar al crecimiento en las condiciones ensayadas (Fig. R1. 13). 
Figura R1.13 Curvas de crecimiento de M. smegmatis Δ6039 (pMV261) (línea azul) y M. smegmatis 
Δ6039 (pMVFUN) (línea roja) en las condiciones de biotransformación. 
 
La cepa M. smegmatis Δ6039 (pMVFUN) es capaz de biotransformar FITO en 11αOH-ADD. Se 
aprecia el consumo de FITO a partir de las 24 h, siendo la conversión del mismo a tiempo final 
(96 h) (sustrato consumido respecto al sustrato inicial) de 67.5 ± 0.3 %; así como se aprecia 
también la producción creciente a partir de las 48 h de ADD y 11αOH-ADD hasta el tiempo final 
(96 h), con un rendimiento de producción respecto a FITO (producto 11αOH-ADD producido 
respecto al sustrato FITO  consumido, φ11αOH-ADD/FITO) de 33.3 ± 0.2 % (Fig. R1.14, Fig. R1.15 y 
Fig. R1.16).  
Figura R1.14 Seguimiento de la biotransformación de FITO en cultivos en crecimiento de  M. 
smegmatis Δ6039 (pMVFUN). Consumo de FITO y producción de 11αOH-ADD y subproductos 
relevantes. 
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Es notable la aparición de otros subproductos, identificados mediante TLC (Fig. R1.15) y 
HPLC-DAD-MS (Fig. R1.16), siendo el más representado ADD (φADD/CHO= 59.5 ± 0.4 %)  y en 
menor medida 11αOH-AD (φ11αOH-AD/CHO= 3.4 ± 0.1 %) (Fig. R1.15 y Fig. R1.16).  
 
La cepa control M. smegmatis Δ6039 (pMV261) no tiene la capacidad de producir 11αOH-ADD  
(Fig. R1.15),pero si que se observó biotransformación de FITO en ADD, donde la conversión 
fue de 67.5 ± 0.3 % y el rendimiento del producto ADD producido con respecto al sustrato FITO 
consumido fue de φADD/FITO= 95.7 ± 0.9 %; observándose también una cantidad no significativa 
de 1,4-HBC (aproximadamente el doble que en la cepa M. smegmatis Δ6039 (pMVFUN), pero 
aun así muy pequeña por encontrarse en una proporción menor al 1 %).  
 
El sumatorio de los rendimientos es de 96.9 ± 0.2 %, por lo que no se cierra balance 
totalmente; así mismo la suma de las concentraciones molares de los productos es similar a la 
concentración molar empleada como sustrato, pero menor. La explicación más plausible es por 
errores de cuantificación debido a las dificultades propias del trabajo con fitosteroles y la 
cuantificación de los mismos debido a que se trata de una mezcla de esteroles (por lo tanto la 
concentración molar es una estimación basada en el peso molecular de sus componentes y de 
la proporción de los mismos) y bajísima solubilidad, aunque no hay que descartar la existencia 
de subproductos que no se estén considerando al no ser detectados con los métodos 
cromatográficos empleados. 
Figura R1.15 Análisis mediante TLC de la biotransformación de FITO encultivos en crecimiento de 
M. smegmatis Δ6039 (pMVFUN) (FUN) y M. smegmatis Δ6039 (pMV261) (C-) a distintos tiempos (0 a 
96 h). 
 
Al contrario que ocurre con la biotransformación empleando como sustrato CHO, la conversión 
de FITO no fue total a tiempos finales de 96 h (Fig. R1.14, Fig. R1.15 y Fig. R1.16); la 
producción del producto de interés parece ser creciente sin haber llegado a un máximo; por lo 
que quizás sería adecuado extender el tiempo del ensayo para conseguir mejores valores de 
conversión de los fitosteroles, así como mejores rendimientos. Teniendo en cuenta que el 
rendimiento para la producción de ADD empleando la cepa control M. smegmatis Δ6039 
(pMV261) es muy alto, lo que parece estar ocurriendo es que no se está biotransformado en 
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11α-hidroxilado de manera eficiente el compuesto ADD, por lo que sería deseable encontrar 
unas condiciones de producción más adecuadas para la biotransformación. 
 
También se calculó el rendimiento del producto 11αOH-ADD con respecto a la biomasa 
(cantidad de producto 11αOH-ADD producido por cantidad de biomasa medida como peso 
seco presente en el cultivo, φ11αOH-ADD/X), siendo éste de 52 ± 12  (mg/mg), lo cual indica que 
por cada mg de biomasa se obtiene en torno a 52 mg del producto. 
 
Además de los compuestos mencionados previamente, también son detectados mediante 
HLPC-DAD-MS, 1,4-HBC y el compuesto no identificado cuya m/z es 345 ya comentado, 
11αOH-1,4-HBC. Como ocurría en los experimentos anteriores, estos compuestos aparecen en 
una proporción irrelevante para la cuantificación (<1 %) (Fig. R1.15 y Fig. R1.16).  
 
No se observa acumulación de otros subproductos o intermediarios diferentes a los descritos 
anteriormente.  
 
Teniendo en cuenta los resultados anteriores puede concluirse que es factible la obtención 
11αOH-androstenediendiona a partir de fitosteroles con rendimientos cercanos al 33 %. 
 
Figura R1.16 Análisis mediante HPLC-DAD-MS de la biotransformación de FITO en cultivos en 
crecimiento de M. smagmatis Δ6039 (pMVFUN) a tiempo final. Cromatograma HPLC registrado en 
DAD (50-600 nm) (línea verde oscuro) y espectros de masas obtenidos de los iones de m/z entre 150-400 
(full scan) (línea azul) y de los iones característicos de los compuestos significativos (línea negra). 
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1.2.2.3.2. Producción de 11αOH–AD en M. smegmatis Δ6039 Δ5941 
 
Como ya se ha comentado en la Introducción, existen bacterias mutantes en algunos genes de 
la ruta de degradación de esteroles capaces de acumular sintonas de interés. M. smegmatis 
Δ6039Δ5941 es una cepa mutante por deleción en los genes MSMEG_6039 (kshB) y 
MSMEG_5941 (kstD1) , capaz de llevar a cabo la degradación de colesterol -o fitosteroles- 
hasta la obtención de AD, ya que no es capaz de continuar la ruta de degradación hasta ADD 
debido a la deleción del gen kstD1 el cual permite la producción de la proteína KstD encargada 
de llevar a cabo la insaturación del segundo anillo; ni tampoco es capaz de continuar la ruta de 
degradación hasta 9OH-AD debido a la deleción del gen kshB el cual permite la producción de 
la proteína KstH encargada de realizar la hidroxilación en dicha posición; quedando por tanto 
bloqueada la ruta de degradación de colesterol –y fitosteroles- en AD (ES P201430272,  
WO2015128534 A1; Galán et al., artículo en preparación). 
 
Por tanto se empleó M. smegmatis Δ6039Δ5941 (pMVFUN) para obtener 11αOH–AD a partir 
de materias primas de bajo coste como colesterol o fitoesteroles ya que, una vez obtenido el 
compuesto AD, fue posible realizar la hidroxilación en la posición 11α del mismo, debido a las 
proteínas producidas mediante la expresión de los genes contenidos en el operón FUN. 
 
a) Producción 11αOH–AD a partir de colesterol 
 
La figura R1.17 muestra la curva de crecimiento de las cepas M. smegmatis Δ6039Δ5941 
(pMVFUN) y M. smegmatis Δ6039Δ5941 (pMV261) donde se observa que la expresión de los 
genes contenidos en el operón FUN afectar al crecimiento en las condiciones ensayadas, 
quedando retrasado el crecimiento en 24 h y no llegando a alcanzar la densidad óptica de la 
cepa control  M. smegmatis Δ6039Δ5941 (pMVFUN). 
Figura R1.17 Curvas de crecimiento de M. smegmatis Δ6039 (pMV261) (línea azul) y M. smegmatis 
Δ6039 (pMVFUN) (línea roja) en las condiciones de biotransformación. 
 
La cepa M. smegmatis Δ6039Δ5941 (pMVFUN) es capaz de biotransformar CHO en 11αOH-
AD. Se aprecia el consumo de CHO a partir de las 24 h, siendo la conversión del mismo a 
tiempo final (96 h) (sustrato consumido respecto al sustrato inicial) de 99.6 ± 0.2 %; así como 
se aprecia también la producción creciente a partir de las 48 h de AD y 11αOH-AD hasta el 
tiempo final (96 h), con un rendimiento de producción respecto a CHO (11αOH-AD producido 
respecto al sustrato CHO consumido, φ11αOH-AD/CHO) de 74.0 ± 0.2 % (Fig. R1.18.A, Fig. R1.19 y 
Fig. R1.20).  
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Es notable la aparición de otros subproductos, identificados mediante TLC (Fig. R1.19) y 
HPLC-DAD-MS (Fig. R1.20) como AD (φAD/CHO= 9.0 ± 1.0 %), 4-HBC (φ4-HBC/CHO= 8.3 ± 0.4 %) y 
11αOH-ADD (φ11αOH-ADD/CHO= 7.9 ± 0.4 %) (Fig. R1.18.B).  
 
La cepa control M. smegmatis Δ6039 (pMV261) no tiene la capacidad de producir 11αOH-AD 
(Fig. R1.20.A), pero si que se observó biotransformación de CHO en AD, donde la conversión 
fue de 99.1 ± 0.2 % y el rendimiento del producto AD producido con respecto al sustrato CHO 
consumido fue de φAD/CHO= 76.7 ± 3.7  %; observándose también una cantidad significativa de 
4-HBC (φ4-HBC/CHO= 18.3 ± 2.9  %) y muy poco ADD (φADD/CHO= 4.9 ± 0.9 %). 
Figura R1.18 Seguimiento de la biotransformación de CHO en cultivos en crecimiento de M. 
smegmatis Δ6039Δ5941 (pMVFUN). A. Consumo de CHO y producción de 11αOH-AD. B. 
Producción de subproductos relevantes. 
 
A pesar de que la biotransformación se llevó a cabo durante 96 h, como puede observarse (Fig. 
R1.18), los mismos resultados habían sido alcanzados a las 72 h al igual que ocurría con la 
transformación llevada a cabo por la cepa M. smegmatis Δ6039 (pMVFUN); por lo que el 
tiempo de biotransformación puede reducirse en, al menos, 24 h.  
 
También se calculó el rendimiento del producto 11αOH-AD con respecto a la biomasa (cantidad 
de producto 11αOH-AD producido por cantidad de biomasa medida como peso seco presente 
en el cultivo, φ11αOH-AD/X), siendo éste de 167.7 ± 14.3 (mg/mg), lo cual indica que por cada mg 
de biomasa se obtiene en torno a 168 mg del producto. 
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Figura R1.19 Análisis mediante TLC de la biotransformación de CHO encultivos en  crecimiento de 
M. smegmatis Δ6039Δ5941 (pMVFUN) a distintos tiempos (0 a 96 h). 
 
Además de los compuestos mencionados, se observa también la aparición de otros 
compuestos no identificados hasta el momento, más polares que el 11αOH-AD (por tanto 
migran menos en la TLC). No han sido tenidos en cuenta los compuestos no cuantificados 
mediante HPLC-DAD-MS, no obstante se detallan más adelante los identificados mediante 
HPLC-DAD-MS. 
 
Al igual que se ha comentado en el caso anterior, en los experimentos llevados a cabo con la 
cepa M. smegmatis Δ6039 (pMVFUN) productora de ADD, existen compuestos cuyo factor 
respuesta puede ser superior al de otros, por lo que esto debe tenerse en cuenta en la 
interpretación de los resultados.   
 
Cabe destacar la observación mediante HPLC-DAD-MS de un compuesto no identificado que 
eluye en el minuto 5.7 y cuya m/z es 347. Resulta lógico pensar que se trate del compuesto 
11αOH-4-HBC, basándose en la polaridad –tiempo de elución- y porque la m/z del mismo 
coincide con la del 4-HBC incrementada en 16, lo que podría corresponderse con la adición de 
un grupo OH; siendo además coincidente con el compuesto observado mediante TLC. 
 
Aunque en una proporción no significativa, se detecta en el minuto 2.2 un compuesto no 
identificado cuya m/z es 319. Parece lógico que se trate del compuesto 11αOH-AD hidroxilado 
en otra posición, probablemente en 6β; basándose en la polaridad –tiempo de elución- y 
porque la m/z del mismo coincide con la del 11αOH-AD incrementada en 16. No obstante no es 
posible confirmarlo al no disponer de un patrón. 
 
Aparece también, en el minuto 4.4, otro compuesto no identificado de m/z 359, que también 
aparece en el experimento llevado a cabo por la cepa control M. smegmatis Δ6039Δ5941 
(pMV261), pero no está presente en el tiempo inicial del cultivo. 
 
Teniendo en cuenta los resultados anteriores se puede concluir que es factible la producción de 
11αOH-AD a partir de CHO con rendimientos cercanos al 74%.  
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Figura R1.20 Análisis mediante HPLC-DAD-MS de la biotransformación de CHO en cultivos en 
crecimiento de las cepas M. smegmatis Δ6039Δ5941 (pMVFUN) (FUN) y M. smegmatis Δ6039Δ5941 
(pMV261) (C─) a tiempo inicial (t 0h) y tiempo final (t 96 h). A. Comparativa de la biotransformación 
de las cepas estudiadas. Cromatogramas HPLC registrados en DAD (50-600 nm) (línea verde oscuro) y 
espectros de masas obtenidos de los iones de m/z entre 150-400 (full scan) (línea negra). B. Estudio de 
la biotransformación de M. smegmatis Δ6039Δ5941 (pMVFUN) (FUN). Cromatograma HPLC 
registrado en DAD (50-600 nm) (línea verde oscuro), espectro de masas obtenidos de los iones de m/z 
entre 150-400 (full scan) (línea negra) y espectro de masas del ion 303 (ion característico del compuesto 
11αOH-AD) (línea verde claro). 
 
Al igual que se ha realizado con la cepa productora de 11αOH-ADD, M. smegmatis Δ6039 
(pMVFUN), y por los motivos previamente argumentados, se ha tratado de eliminar el ALA de la 
biotransformación para reducir los costes. 
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La figura R1.21 muestra las curvas de crecimiento de las cepas M. smegmatis Δ6039Δ5941 
(pMVFUN) y M. smegmatis Δ6039Δ5941 (pMV261) donde se observa que la expresión de los 
genes contenidos en el operón FUN afecta muy levemente al crecimiento en ausencia de ALA 
(Fig. R1.21.A) y en mayor medida en ausencia del mismo con adición de sangre (Fig. R1.21.B), 
aunque con una fase de latencia menor que cuando se adiciona ALA (Fig. R1.17). Se observa 
mejora en el crecimiento debido a la adición de sangre (Fig. R1.21.B), sin embargo no parece 
ser debido a la mejora en la producción del citocromo recombinante CYP509C12, ya que 
ocurre tanto en la cepa que lo contiene como en la cepa empleada como control; 
probablemente se deba a otros aportes nutritivos de la sangre. Se observa también un efecto 
diáuxico. 
Figura R1.21. Curvas de crecimiento de M. smegmatis Δ6039Δ5941 (pMV261) (línea azul) y M. 
smegmatis Δ6039Δ5941 (pMVFUN) (línea roja) en las condiciones de biotransformación en 
ausencia de ALA (A) y en ausencia de ALA y con adición de sangre (B). 
 
Igual que sucedía con las cepas M. smegmatis Δ6039 (pMVFUN) y M. smegmatis Δ6039 
(pMV261) tampoco se observan diferencias entre las cepas M. smegmatis Δ6039Δ5941 
(pMVFUN) y M. smegmatis Δ6039Δ5941 (pMV261) debido probablemente al alto número de 
citocromos presentes en M. smegmatis, como ya se ha explicado anteriormente; sin embargo si 
se observa esta diferencia entre añadir o no ALA o añadir sangre, en cada una de las cepas 
(Fig. R1.22).  
Figura R1.22 Sedimentos celulares de M. smegmatis Δ6039Δ5941 (pMV261) (C-) y M. smegmatis 
Δ6039Δ5941 (pMVFUN) (FUN) en las condiciones de biotransformación, en ausencia de ALA (NO 
ALA, carriles 1 y 3), con adición de ALA (ALA, carriles 2 y 4)  y en ausencia de ALA pero con adición 
de sangre (SANGRE, carriles 5 y 6).  
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Sin embargo al lisar la célula si se observan diferencias de coloración en la fracción soluble de 
los extractos celulares de las cepas M. smegmatis Δ6039Δ5941 (pMVFUN), no así en la 
fracción insoluble; lo que permite concluir que existe una mayor proporción de citocromos en la 
fracción soluble de la misma (Fig. R1.23) 
Figura R1.23 Fracciones solobles (SN) e insolubles (P) de los extractos celulares de M. smegmatis 
Δ6039Δ5941 (pMVFUN) en las condiciones de biotransformación en ausencia de ALA (NO ALA) y 
con adición de ALA (ALA). 
 
La cepa M. smegmatis Δ6039Δ5941 (pMVFUN) es capaz de biotransformar CHO en 11αOH-
AD, tanto en ausencia de ALA, como en ausencia de ALA y adición de sangre ovina. Se 
aprecia el consumo de CHO a partir de las 24 h, siendo la conversión del mismo a tiempo final 
(sustrato consumido respecto al sustrato inicial) de 99.7 ± 0.3 % en ausencia de ALA y de 99.8 
± 0.2 en ausencia de ALA y adición de sangre; así como se aprecia también la producción 
creciente a partir de las 48 h de AD y 11αOH-AD hasta el tiempo final (96 h), con un 
rendimiento de producción respecto a CHO (producto 11αOH-AD producido respecto al 
sustrato CHO consumido, φ11αOH-AD/CHO) de 70.4 ± 1.5 % en ausencia de ALA y de 69.2 ± 2.4 % 
en ausencia de ALA y adición de sangre (Fig. R1.24 y Fig. R1.25).  
Figura R1.24 Seguimiento de la biotransformación de CHO en cultivos en crecimiento de M. 
smegmatis Δ6039 (pMVFUN). Consumo de CHO y producción de 11αOH-ADD (A y C) y de 
subproductos relevantes (B y D) en ausencia de ALA (A y B) y en ausencia de ALA y con adición de 
sangre (C y D). 
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Aparecen también otros subproductos, siendo destacables cuantitativamente a tiempo final AD 
(φAD/CHO= 11.3 ± 1.3 % en ausencia de ALA y φAD/CHO= 13.5 ± 2.1 % en ausencia de ALA y 
adición de sangre), 4-HBC (φ4-HBC/CHO= 11.7 ± 0.5 % en ausencia de ALA y φ4-HBC/CHO= 7.1 ± 0.3 
% en ausencia de ALA y adición de sangre) y 11αOH-ADD (φ11αOH-ADD/CHO= 5.3 ± 0.5 % en 
ausencia de ALA y φ11αOH-ADD/CHO= 8.8 ± 0.9 % en ausencia de ALA y adición de sangre) (Fig. 
R1.24 y Fig. R1.25).  
 
Como era de esperar, la cepa control M. smegmatis Δ6039Δ5941 (pMV261) no tuvo la 
capacidad de producir 11αOH-AD, pero si que se observó biotransformación de CHO en AD, 
con valores semejantes a los alcanzados en presencia de ALA. 
 
También se calculó el rendimiento del producto 11αOH-AD con respecto a la biomasa (cantidad 
de producto 11αOH-AD producido por cantidad de biomasa medida como peso seco presente 
en el cultivo, φ11αOH-AD/X), siendo éste de 175.3 ± 21.4 (mg/mg) en ausencia de ALA y de 75.5 ± 
7.2 (mg/mg) en ausencia de ALA y con adición de sangre; lo cual indica que por cada mg de 
biomasa se obtiene en torno a 175 mg y 76 mg del producto, respectivamente. 
Figura R1.25 Análisis mediante TLC de la biotransformación de CHO en cultivos en crecimiento de 
M. smegmatis Δ6039Δ5941 (pMVFUN) en ausencia de ALA (A) y en ausencia de ALA y con adición 
de sangre (B) a distintos tiempos (0 a 96 h). 
 
También es detectado mediante HLPC-DAD-MS el compuesto el compuesto cuya m/z es 347 
ya comentado anteriormente que probablemente sea 11αOH-4-HBC, tanto en ausencia de ALA 
como en ausencia de ALA pero con adición de sangre, en una proporción muy similar a la 
encontrada en los experimentos llevados a cabo anteriormente en presencia de ALA (Fig. 
R1.26). También es detectado el compuesto no identificado cuya m/z es 359, también en la 
misma proporción. 
 
No se observa acumulación de otros subproductos o intermediarios diferentes a los descritos 
anteriormente. 
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Por todo lo anterior puede concluirse que es factible la obtención 11αOH-androstenediona a 
partir de colesterol, en ausencia de ALA con rendimientos cercanos al 70 % y en ausencia de 
ALA pero con adición de sangre con rendimientos cercanos al 69%. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura R1.26 Análisis mediante HPLC-DAD-MA de la biotransformación de CHO en cultivos en 
crecimiento de M. smegmatis Δ6039Δ5941 (pMVFUN) (FUN) en presencia de ALA (ALA), en 
ausencia de ALA (NO ALA) y en ausencia de ALA y adición de sangre (NO ALA, SANGRE)a tiempo 
final. Cromatogramas de HPLC registrados en DAD (50-600 nm) (línea verde oscuro) y espectros de 
masas obtenidos de los iones de m/z entre 150-400 (full scan) (línea negra). 
 
b) Producción 11αOH–AD a partir de fitosteroles 
 
De la misma manera que se estudió en el apartado anterior la producción a partir de 
fitoesteroles con la cepa M. smegmatis Δ6039 (pMVFUN) productora de 11αOH-ADD, 
resultaba de especial interés comprobar la posibilidad de usar los fitosteroles como sustrato de 
partida en las biotransformaciones llevadas a cabo por la cepa M. smegmatis Δ6039Δ5941 
(pMVFUN) para producir 11αOH-AD. 
 
Tal como se puede observar en las curvas de crecimiento de las cepas M. smegmatis 
Δ6039Δ5941 (pMVFUN) y M. smegmatis Δ6039Δ5941 (pMV261) la expresión de los genes 
contenidos en el operón FUN parece afectar el crecimiento en las condiciones ensayadas (Fig. 
R1. 27). 
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Figura R1.27 Curvas de crecimiento de M. smegmatis Δ6039Δ5941 (pMV261) (línea azul) y M. 
smegmatis Δ6039Δ5941 (pMVFUN) (línea roja) en las condiciones de biotransformación. 
 
La cepa M. smegmatis Δ6039Δ5941 (pMVFUN) es capaz de biotransformar FITO en 11αOH-
AD. En esta cepa se aprecia el consumo de FITO a partir de las 24 h, siendo la conversión del 
mismo a tiempo final (96 h) (sustrato consumido respecto al sustrato inicial) de 73.0 ± 1.7 %; 
así como se aprecia también la producción creciente a partir de las 48 h de AD y 11αOH-AD 
hasta el tiempo final (96 h), con un rendimiento de producción respecto a FITO (producto 
11αOH-AD producido respecto al sustrato FITO  consumido, φ11αOH-ADD/FITO) de 57.3 ± 5.3 % 
Fig. R1.28, Fig. R1.29 y Fig. R1.30).  
Figura R1.28 Seguimiento de la biotransformación de FITO en cultivos en crecimiento de M. 
smegmatis Δ6039 (pMVFUN). A. Consumo de CHO y producción de 11αOH-ADD. B. Subproductos 
relevantes. 
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Es notable la aparición de otros subproductos, identificados mediante TLC (Fig. R1.29) y 
HPLC-DAD-MS (Fig. R1.30), siendo el más representado AD (φAD/CHO= 17.9 ± 1.3 %), 4-HBC 
(φAD/CHO= 12.1 ± 2.3 %) y en menor medida 11αOH-ADD (φ11αOH-ADD/CHO= 2.9 ± 0.2 %) (Fig. 
R1.29 y Fig. R1.30).  
 
La cepa control M. smegmatis Δ6039 (pMV261) no tiene la capacidad de producir 11αOH-AD 
(Fig. R1.29), pero si que se observó biotransformación de FITO en AD, donde la conversión fue 
de 52.7 ± 12.9 % y el rendimiento del producto AD producido con respecto al sustrato FITO 
consumido fue de φADD/FITO= 77.6 ± 2.0 %; observándose también una cantidad significativa de 
4-HBC (mucho mayor que en la cepa M. smegmatis Δ6039Δ5941 (pMVFUN)). 
 
El sumatorio de los rendimientos es de 91.8 ± 1.4 %, por lo que no se cierra balance 
totalmente; así mismo la suma de las concentraciones molares de los productos es similar a la 
concentración molar empleada como sustrato, pero menor. Una posible explicación es por 
errores de cuantificación debido a las dificultades propias del trabajo con fitosteroles y la 
cuantificación de los mismos debido a que se trata de una mezcla de esteroles (por lo tanto la 
concentración molar es una estimación basada en el peso molecular de sus componentes y de 
la proporción de los mismos) y bajísima solubilidad; aunque no hay que descartar la existencia 
de subproductos, siendo en este caso significativa la cantidad de 11α-4-HBC como se detalla 
más adelante, u otros que no se estén considerando al no ser detectados con los métodos 
cromatográficos empleados. 
Figura R1.29 Análisis mediante TLC de la biotransformación de FITO en cultivos en crecimiento de 
M. smegmatis Δ6039Δ5941 (pMVFUN) (FUN) y M. smegmatis Δ6039Δ5941 (pMV261) (C-) a distintos 
tiempos (0 a 96 h). 
 
Al contrario que ocurre con la biotransformación empleando como sustrato CHO, pero al igual 
que ocurre con la biotransformación empleando como sustrato FITO con la cepa M. smegmatis 
Δ6039 (pMVFUN), la conversión de FITO no fue total a tiempos finales (96 h) (Fig. R1.28, Fig. 
R1.29 y Fig. R1.30); la producción del producto de interés parece ser creciente aun, sin haber 
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llegado a un máximo; por lo que quizás sería adecuado extender el tiempo del ensayo para 
conseguir mejores valores de conversión de los fitosteroles, así como mejores rendimientos. 
 
También se calculó el rendimiento del producto 11αOH-AD con respecto a la biomasa (cantidad 
de producto 11αOH-AD producido por cantidad de biomasa medida como peso seco presente 
en el cultivo, φ11αOH-AD/X), siendo éste de 97.8 ± 11.0 (mg/mg), lo cual indica que por cada mg de 
biomasa se obtiene en torno a 98 mg del producto. 
 
Figura R1.30 Análisis mediante HPLC-DAD-MS de la biotransformación de FITO en cultivos en 
crecimiento de M. smegmatis Δ6039Δ5941 (pMVFUN) a tiempo final. Cromatograma HPLC registrado 
en DAD (50-600 nm)  (línea verde oscuro) y espectros de masas obtenidos de los iones de m/z entre 150-
400 (full scan) (línea azul) y de los iones característicos de los compuestos significativos (línea negra). 
 
Además de los compuestos mencionados previamente, también son detectados mediante TLC 
y HLPC-DAD-MS el compuesto 4-HBC y el compuesto no identificado cuya m/z es 347 ya 
comentado, que probablemente sea 11αOH-4-HBC, como ocurría en los experimentos 
anteriores. Cabe destacar la gran diferencia en producción de 4-HBC (más del doble) en la 
cepa control M. smegmatis Δ6039Δ5941 (pMV261) con respecto a la cepa M. smegmatis 
Δ6039Δ5941 (pMVFUN); podría pensarse que es debido a que en esta última se transforma en 
11αOH-4-HBC, sin embargo, aunque es detectado mediante HPLC-DAD-MS, aparece en una 
proporción muy baja, casi despreciable y es prácticamente indetectable mediante TLC (Fig. 
R1.29 y Fig. R1.30). 
 
No se observa acumulación de otros subproductos o intermediarios diferentes a los descritos 
anteriormente. 
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A partir de los resultados anteriores puede concluirse que es factible la obtención 11αOH-AD a 
partir de fitosteroles con rendimientos cercanos al 57 %. 
 
Teniendo en cuenta estos resultados, y como prueba de concepto, se realizaron experimentos 
para comprobar si podía usarse esta cepa para la producción industrial de 11αOH-AD a partir 
de fitosteroles, empleando las condiciones habituales de la producción a escala piloto. Cabe 
destacar que aún no se había intentado optimizar el proceso en sí mismo, como tampoco se 
había intentado optimizar la producción de biomasa o la producción del compuesto de interés, 
ni en los experimentos explicados anteriormente, llevados a cabo a escala laboratorio, en 
matraz, ni en los experimentos realizados en biorreactor. Por ello, los fitosteroles fueron 
disueltos en aceite de girasol a una concentración final de 15 g l-1 y este aceite fue añadido a 
una concentración final (v/v) 1/6 con respecto al volumen final del reactor, donde el resto es 
solución acuosa de sales y licor de macerado de maíz (corn steep liquor); quedando por tanto 
no soluble en el reactor (véase Materiales y Métodos, Sección 7.3.2). Para este experimento se 
empleó la cepa M. smegmatis Δ6039Δ5941 (pMV261) como control, no siendo necesario 
comprobar de nuevo que no tiene la capacidad de producir 11αOH-AD, pero siendo interesante 
para comparar los subproductos que aparecen.  
 
La cepa M. smegmatis Δ6039Δ5941 (pMVFUN) fue capaz de biotransformar fitosteroles en 
11αOH-AD (Fig.R1.31). Se aprecia que el consumo de fitosteroles no es total a tiempo final (96 
h) en la cepa M. smegmatis Δ6039Δ5941 (pMVFUN), pero si en la cepa M. smegmatis 
Δ6039Δ5941 (pMV261); así como se observa la producción de AD en ambas.  
Figura R1.31 Análisis mediante TLC de la biotransformación en reactor de FITO a tiempo final (96 
h) de M. smegmatis Δ6039Δ5941 (pMV261) (C-) y M. smegmatis Δ6039Δ5941 (pMVFUN) (FUN).  
 
Es notable la aparición de otros subproductos, siendo el más representado 4-HBC, así como 
ADD, en el caso de la cepa control; no observables ninguno de ellos en la cepa M. smegmatis 
Δ6039Δ5941 (pMVFUN). Nótese que en la prueba realizada con esta cepa no sé obtiene gran 
cantidad de subproductos, observándose sólo los fitosteroles sin consumir, AD y 11αOH-AD; 
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probablemente la proporción AD/11αOH-AD pueda mejorarse notablemente optimizando las 
condiciones de cultivo. 
 
A la vista de estos resultados puede concluirse que es factible producir 11αOH-AD a partir de 
fitosteroles en condiciones de escala piloto, con los medios y protocolos empleados 
industrialmente. 
 
1.2.2.4. PRODUCCIÓN DE ESTEROIDES 11α-HIDROXILADOS DE INTERÉS 
FARMACOLÓGICO E INDUSTRIAL  
 
Además de haber conseguido producir sintonas 11α-hidroxiladas como el 11αOH-AD y 11αOH-
ADD a partir de materias primas de bajo coste, resultaba también de gran interés obtener otros 
esteroides 11α-hidroxilados de uso farmacológico, no ya a partir de estas sintonas, sino de sus 
propios precursores. Por ello con el objetivo de producir otros esteroides 11α-hidroxilados de 
uso farmacológico se empleó la cepa silvestre de M. smegmatis mc2 155 portando el vector 
pMVFUN, para hidroxilar en posición 11α compuestos como, por ejemplo, deoxicorticosterona 
(DOC). Para llevar a cabo el ensayo se emplearon células en reposo en fase exponencial 
cultivadas en medio 7H9/Gli/ADC/Tween al que se adicionó 0.5 mM ALA y 20 µg ml-1 de 
kanamicina; dichas células se suspendieron en tampón fosfato 50 mM (pH 7.4) al que se le 
añadió DOC a una concentración final 2.5 mM desde una solución de DOC 5 mM disuelta en 
10 % (v/v) de Tyloxapol (Ver Materiales y Métodos, secciones 2.2 y 7.3.2). Se tomaron 
alícuotas a las 3 h, 6 h, 24 h y 72 h. Una vez extraídas las muestras se analizaron 
cualitativamente mediante HPLC-DAD-MS como se indica en  Materiales y Métodos, Sección 
8.4. 
 
En la Fig.R1.32.A se puede apreciar la desaparición de DOC, tanto en la cepa control M. 
smegmatis (pMV261), como en la cepa M. smegmatis (pMVFUN), observándose la aparición 
de compuestos intermediarios en ambos casos (Fig.R1.32.C). Aunque M. smegmatis no es 
capaz de usar DOC como única fuente de carbono y energía -es más, su presencia le afecta el 
crecimiento- (Fig.R1.32.B), sí es capaz de modificarlo (Fig.R1.32.C), produciendo dos 
compuestos más polares, que eluyen en los minutos 3.9 y 5.1 y cuyas m/z fueron 331 [295, 
313] y 329 [293, 311], respectivamente (presentes tanto en el ensayo llevado a cabo la cepa 
control M. smegmatis (pMV261) como con la cepa M. smegmatis (pMVFUN)) y produciéndose 
también, en el caso de la cepa M. smegmatis (pMVFUN) otros dos compuestos que eluyeron 
en el minuto 2.8 y 4.1 y cuyas m/z fueron 345 [327, 291, 309] y 331 [295, 313], respectivamente 
(Fig.R1.32.C). 
 
El compuesto producido por la cepa M. smegmatis (pMVFUN) que eluye en el minuto 2.8 y 
cuya m/z es 345, basándose en su m/z y en su fragmentación podría concluirse que se trata de 
un derivado de corticosterona (CORT) (m/z 347 [329, 311, 293]); probablemente con un doble 
enlace extra ya que no parece ser, debido a que es más polar, la forma ceto del alcohol de la 
posición 21. El resto de los compuestos identificados probablemente sean derivados de DOC 
(m/z 331 [295, 313, 211, 277]). 
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A la luz de estos resultados, M. smegmatis no puede considerarse un buen chasis para este 
tipo de biotransformaciones al tener la capacidad de modificar tanto el sustrato  como el 
producto de la reacción. 
 
 
 
Figura R1.32 Biotransformación de DOC en 11αOH-DOC por M. smegmatis. A. Consumo de DOC 
mediante células en reposo de M. smegmatis (pMV261) (línea azul) y M. smegmatis (pMVFUN) (línea 
roja). B. Curva de crecimiento M. smegmatis en medio 7H9/Tween en presencia de glicerol (18 mM) 
(línea roja), glicerol y DOC (18 y 2 mM, respectivamente) (línea morada), DOC (2 mM) (línea azul), y 
Tyloxapol (línea gris). C. Análisis mediante HPLC-DAD-MS de la biotransformación de DOC en 
11αOH-DOC mediante células en reposo de M. smegmatis (pMV261)(C-) y M. smegmatis (pMVFUN) 
(FUN). Cromatograma HPLC registrado en DAD (50-600 nm)  (línea verde) y espectros de masas 
obtenidos de los iones de m/z entre 100-370 (full scan) (línea negra).  
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1.2.3. Producción de esteroides 11α–hidroxilados en Corynebacterium glutamicum 
 
Como ya se ha explicado ampliamente en la introducción, C. glutamicum es una actinobacteria 
empleada en la industria y considerada un chasis robusto para llevar a cabo diversos tipos de 
biocatálisis. Así mismo, en estudios recientes ha demostrado, debido a su capacidad para 
transportar esteroides sin cadena lateral y su incapacidad para degradarlos, ser un buen chasis 
para las biotransformaciones de diversos compuestos esteroideos (Tesis Doctoral García-
Fernández, 2015; García-Fernández et al., artículo en preparación). 
 
Teniendo en cuenta estas características, se decidió emplear C. glutamicum como chasis para 
la transformación de compuestos esteroideos en sus correspondientes 11α–hidroxilados. 
 
1.2.3.1. CONSTRUCCIÓN DE LOS VECTORES DE EXPRESIÓN DEL OPERÓN FUN EN 
CORINEBACTERIAS 
 
El plásmido pGH-FUN se digirió con SacI y XbaI para liberar el fragmento que contiene el 
operón FUN y éste fue subclonado en el plásmido pECXK-99E, con doble origen de replicación 
para E. coli / Corynebacterium; resultando el vector pXKFUN que expresará los genes bajo 
control del promotor Ptrc, inducible por IPTG. El plásmido pXKFUN se clonó inicialmente en E. 
coli DH10B donde se secuenció para comprobar que la construcción era correcta. Los 
plásmidos pECXK-99E y pXKFUN fueron posteriormente aislados de las cepas de E. coli 
portadoras y transformados en C. glutamicum mediante electroporación (ver Materiales y 
Métodos Sección 3.3) 
 
1.2.3.2. ESTUDIO DE EXPRESIÓN DEL OPERÓN FUN EN CORINEBACTERIAS  
 
Para comprobar la correcta producción de las proteínas del operón FUN se analizaron las 
fracciones soluble e insoluble de los extractos celulares. Se muestran los extractos proteicos de 
una muestra representativa de C. glutamicum  (Fig. R1.33.A) en las condiciones de 
biotransformación ensayadas, donde no se observa sobreproducción, ni apenas se detecta 
RoCPR1 o CYP509C12 en ninguna de las fracciones. Sin embargo, se puede apreciar una 
coloración rojiza en la fracción soluble de la cepa C. glutamicum (pXKFUN).  
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Figura R1.33 Análisis de las fracciones soluble (SN) e insoluble (P) de los extractos celulares de C. 
glutamicum (pXKFUN) (FUN) (carriles impares) y C. glutamicum (pECXK99E) (C-) (carriles pares) en 
las condiciones de biotransformación. A. Análisis de SDS-PAGE. Carriles 1 y 6: marcador de peso 
molecular. B. Imágenes de las fracciones soluble e insoluble de los extractos celulares.  
 
1.2.3.3. PRODUCCIÓN DE ESTEROIDES 11α-HIDROXILADOS A PARTIR DE SUS 
PRECURSORES  
 
Con el fin de obtener los 11αOH-esteroides de interés farmacológico y/o industrial empleando 
sus precursores se realizaron los ensayos que se muestran a continuación, tal como se indica. 
Todos los ensayos se realizaron con células en crecimiento –salvo en los casos en que se 
indique lo contrario- de C. glutamicum (pXKFUN). Se cultivó en medio TSB que contenía el 
esteroide indicado en cada caso a concentración final 0.5 mM desde una solución 5 mM 
disuelta el 10 % (v/v) de Tyloxapol, 0.5 mM ALA –salvo en los casos en que se indique lo 
contrario- y 25 µg ml-1 de kanamicina (Ver Materiales y Métodos, secciones 2.3 y 7.2). Los 
cultivos se inocularon a una DO600 inicial de 0.1y se indujeron con 1 mM de IPTG. Se tomaron 
alícuotas a las 16 h, 24 h, 48 h y 72 h, se midió la DO600 y una vez extraídas las muestras se 
analizaron cualitativamente mediante TLC y cuantitativamente mediante HPLC-DAD-MS: por 
separación cromatográfica, por absorbancia característica y mediante la relación masa-carga 
(m/z) del ion característico y la rotura del mismo. La identificación y cuantificación de los 
productos se realizó como se indica en  Materiales y Métodos, Secciones 8.3, 8.4.1, 8.4.2, 
8.4.3, 8.4.4, 8.4.5 y 8.4.6. Resulta necesario aclarar que no es posible asegurar que no existan 
otros compuestos no detectados mediante los métodos cromatográficos empleados. 
 
Para comprobar que el producto no se forma de manera natural por la acción del 
microorganismo y que el sustrato no es consumido ni modificado se empleó como control 
negativo la cepa C. glutamicum (pECXK-99E). Además ello permitió comparar el crecimiento 
con la cepa que expresa el operón FUN; así como evidenciar un posible efecto sobre el 
crecimiento debido a la presencia del esteroide. 
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Primeramente y como prueba de concepto se llevó a cabo un ensayo en presencia de 
progesterona (PROG), ya que era el compuesto descrito en literatura y sobre el que 
presumiblemente se obtendrían mejores rendimientos (Petric et al., 2010). En la figura R1.34 
se pueden observar las curvas de crecimiento de las cepas C. glutamicum (pXKFUN) y C. 
glutamicum (pECXK99E). En ellas puede apreciarse que la expresión de los genes contenidos 
en el operón FUN afecta al crecimiento en las condiciones ensayadas; además la variabilidad 
entre réplicas biológicas es mayor en el caso de la cepa C. glutamicum (pXKFUN). 
Figura R1.34. Curvas de crecimiento de C. glutamicum (pECXK-99E) (línea azul) y C. glutamicum 
(pXKFUN) (línea roja) en las condiciones de biotransformación 
 
Una vez comprobado que C. glutamicum (pXKFUN) era capaz de biotransformar esteroides en 
crecimiento se llevaron a cabo experimentos homólogos sobre en presencia de los siguientes 
esteroides: deoxicorticosterona (DOC), androstenediona (AD), androstrenediendiona (ADD), 
testosterona (TEST), deshidroepiandrosterona (DHEA). En la figura R1.35 se pueden observar 
las curvas de crecimiento de las cepas C. glutamicum (pXKFUN) (Fig. R1.35.B) y C. 
glutamicum (pECXK99E) (Fig. R1.35.A) donde, de forma general puede apreciarse que la 
expresión de los genes contenidos en el operón FUN afecta al crecimiento en las condiciones 
ensayadas; cabe destacar el caso de la DHEA en el que el efecto es más marcado. Puede 
afirmarse además, que no se observan diferencias en la afectación al crecimiento entre los 
esteroides empleados en el ensayo, a excepción de la DHEA, que afecta gravemente al 
crecimiento. 
 
Como puede observarse en las figuras R1.36, R1.37 y R1.38, la cepa C. glutamicum (pXKFUN) 
fue capaz de biotransformar todos los esteroides empleados en el ensayo. Mientras que en los 
ensayos llevados a cabo por la cepa C. glutamicum (pECXK-99E) no se detectaron los 
productos 11α-hidroxilados ni fue capaz de realizar ninguna modificación sobre los sustratos 
correspondientes. 
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Figura R1.35 Curvas de crecimiento en medio TSB en presencia de 500 µm de AD, ADD, TEST, 
DOC, DHEA. A. C. glutamicum (pECXK-99E). B. C. glutamicum (pXKFUN). 
 
La cepa C. glutamicum (pXKFUN) es capaz de biotransformar PROG en 11αOH-PROG. Se 
aprecia el consumo de PROG desde las 16 h hasta aproximadamente las 48 h, tiempo en cual 
ya no se detecta un gran incremento del consumo, alcanzándose una conversión a tiempo final 
(72 h) (sustrato consumido respecto al sustrato inicial) de 48.0 ± 11.7 %; lo que se correlaciona 
con el aumento de la producción de 11αOH-PROG hasta las 48 h momento tras el cual la 
producción aumenta muy levemente hasta el tiempo final con un rendimiento final (producto 
11αOH-PROG producido respecto al sustrato PROG consumido, φ11αOH-PROG/PROG) de 59.1 ± 9.3 
% (Fig R1.36.A y Fig. R1.37.A).  
 
También se calculó el rendimiento del producto 11αOH-PROG con respecto a la biomasa 
(cantidad de producto 11αOH-PROG producido por cantidad de biomasa medida como peso 
seco presente en el cultivo, φ11αOH-PROG/X), siendo éste de 18.4 ± 2.9 (mg/mg), lo cual indica que 
por cada mg de biomasa se obtiene en torno a 18 mg del producto. 
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Además de los compuestos mencionados, se observa también la aparición de otros 
compuestos no identificados hasta el momento más polares que la 11αOH-PROG. A pesar de 
que estos compuestos resultan irrelevantes en términos cuantitativos, se estudian ya que 
podrían tener relevancia para comprender las funciones que puede llevar a cabo el citocromo. 
El compuesto que eluye en el minuto 2.8 tiene una m/z de 347; tratándose del compuesto 
dihidroxilado en posición 11α y en otra posición, probablemente 6β (Petric et al., 
2010).También ha sido detectado en el minuto 3.9 otro compuesto cuya m/z es 345; basándose 
en la m/z y en que se trata de un compuesto más apolar, resulta lógico pensar que se trate de 
la forma ceto del compuesto cuya m/z es 347, bien sea en la posición 11α o en la posición 6β 
(Fig. R1.38.A). 
 
La cepa C. glutamicum (pXKFUN) es capaz de biotransformar DOC en 11αOH-DOC. Se 
aprecia el consumo de DOC desde las 24 h hasta el tiempo final 72 h alcanzándose una 
conversión (sustrato consumido respecto al sustrato inicial) de 33.0 ± 6.7 %; lo que se 
correlaciona con el aumento de la producción de 11αOH-DOC hasta el tiempo final (72 h) con 
un rendimiento (producto 11αOH-DOC producido respecto al sustrato DOC consumido, φ11αOH-
DOC/DOC) de 41.5 ± 3.6 % (Fig R1.36.B y Fig. R1.37.B). 
 
También se calculó el rendimiento del producto 11αOH-DOC con respecto a la biomasa 
(cantidad de producto 11αOH-DOC producido por cantidad de biomasa medida como peso 
seco presente en el cultivo, φ11αOH-DOC/X), siendo éste de 17.3 ± 4.9 (mg/mg), lo cual indica que 
por cada mg de biomasa se obtiene en torno a 17 mg del producto. 
 
En este caso también se han detectado, aunque en una muy baja proporción, otros 
compuestos diferentes a los mencionados anteriormente. En el minuto 5.9 eluye un compuesto 
cuya m/z es 345; basándose en que es más apolar que 11αOH-DOC y que coincide con su 
masa molecular disminuida en 2, resulta lógico pensar que se trate de la forma ceto en posición 
11α (este compuesto también se observa mediante TLC, Fig. R1.37.B). También se identifican 
otros dos compuestos, que eluyen en el minuto 2.2 y 2.9 cuyas m/z son 363 y 361, 
respectivamente; resulta lógico pensar y en concordancia con lo que ocurría con la 
progesterona, que se trate de la forma dihidroxilada de DOC (m/z 363) y la forma ceto en una 
de las posiciones de este compuesto dihidroxilado (m/z 361) (Fig. R1.38.B). 
 
La cepa C. glutamicum (pXKFUN) es capaz de biotransformar AD en 11αOH-AD. Se aprecia el 
consumo de AD desde las 24 h hasta el tiempo final 72 h alcanzándose una conversión 
(sustrato consumido respecto al sustrato inicial) de 29.0 ± 5.8 %; lo que se correlaciona con el 
aumento de la producción de 11αOH-AD hasta el tiempo final (72 h) con un rendimiento 
(producto 11αOH-AD producido respecto al sustrato AD consumido, φ11αOH-AD/AD) de 38.0 ± 7.6 
% (Fig R1.36.C y Fig. R1.37.C).  
 
También se calculó el rendimiento del producto 11αOH-AD con respecto a la biomasa (cantidad 
de producto 11αOH-AD producido por cantidad de biomasa medida como peso seco presente 
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en el cultivo, φ11αOH-AD/X), siendo éste de 6.1 ± 2.1 (mg/mg), lo cual indica que por cada mg de 
biomasa se obtiene en torno a 6 mg del producto. 
 
Al contrario que ocurria con los casos anteriores no se observan otros compuestos diferentes a 
los identificados o, de existir, lo hacen en una cantidad tan pequeña que no es posible 
identificar su m/z (Fig. R1.38.C). 
 
La cepa C. glutamicum (pXKFUN) es capaz de biotransformar ADD en 11αOH-ADD. Sin 
embargo apenas se aprecia el consumo de ADD y debido a que la conversión fue muy baja no 
fue posible cuantificar el consumo, ya que la variabilidad entre replicas biológicas y el error en 
la cuantificación fueron mayores que la disminución del sustrato. Sin embargo se observó una 
tendencia creciente en la formación de 11αOH-ADD desde las 24 h hasta el tiempo final (72 h) 
(Fig R1.36.D y Fig. R1.37.D). 
 
Al igual que ocurría con el compuesto anteriormente mencionado, AD, tampoco se observan 
otros compuestos diferentes a los identificados. Es preciso tener en consideración que pueden 
existir compuestos que, debido a sus propiedades cromatográficas, no se observen mediante 
los métodos cromatográficos empleados (Fig. R1.38.D). 
 
La cepa C. glutamicum (pXKFUN) es capaz de biotransformar TEST en 11αOH-TEST. Se 
aprecia el consumo de TEST desde las 24 h hasta el tiempo final 72 h alcanzándose una 
conversión (sustrato consumido respecto al sustrato inicial) de 14.7 ± 6.4 %; lo que se 
correlaciona con el aumento de la producción de 11αOH-TEST hasta el tiempo final (72 h) con 
un rendimiento (producto 11αOH-TEST producido respecto al sustrato TEST consumido, 
φ11αOH-TEST/TEST) de 49.3 ± 0.5 % (Fig R1.36.E y Fig. R1.37.E).  
 
También se calculó el rendimiento del producto 11αOH-TEST con respecto a la biomasa 
(cantidad de producto 11αOH-TEST producido por cantidad de biomasa medida como peso 
seco presente en el cultivo, φ11αOH-TEST/X), siendo éste de 9.0 ± 2.7 (mg/mg), lo cual indica que 
por cada mg de biomasa se obtiene en torno a 9 mg del producto. 
 
Además de los compuestos identificados se detecta, ya mediante TLC (Fig. R1.37.E), un 
compuesto más apolar que 11αOH-TEST; este compuesto eluye en el minuto 5.9 y su m/z es 
303, de acuerdo a lo que ocurría con otros compuestos, probablemente sea la forma ceto del 
compuesto 11αOH-TEST (Fig. R1.38.E).  
 
La cepa C. glutamicum (pXKFUN) es capaz de biotransformar DHEA en 11αOH-DHEA. Se 
aprecia el consumo de DHEA desde las 24 h hasta el tiempo final 72 h alcanzándose una 
conversión (sustrato consumido respecto al sustrato inicial) de 18.4 ± 5.2 %; lo que se 
correlaciona con el aumento de la producción de 11αOH-DHEA hasta el tiempo final (72 h) con 
un rendimiento (producto 11αOH-DHEA producido respecto al sustrato DHEA consumido, 
φ11αOH-DHEA/DHEA) de 22.3 ± 8.7 % (Fig R1.36.F y Fig. R1.37.F).  
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También se calculó el rendimiento del producto 11αOH-DHEA con respecto a la biomasa 
(cantidad de producto 11αOH-DHEA producido por cantidad de biomasa medida como peso 
seco presente en el cultivo, φ11αOH-DHEA/X), siendo éste de 2.1 ± 1.2 (mg/mg), lo cual indica que 
por cada mg de biomasa se obtiene en torno a 2 mg del producto. 
 
Además de los compuestos identificados, ya en TLC (Fig R1.37.F) se aprecia otro compuesto 
en una alta proporción, sin embargo no ha sido posible detectarlo con el método cromatográfico 
empleado. Teniendo en cuenta la polaridad del posible grupo ceto en la posición 11α, cabría 
esperar que eluyese más tarde que 11αOH-DHEA y por tanto observarse en cromatografía, sin 
embargo este compuesto no se encuentra (Fig R1.38.F). Es posible que se trate de un 
compuesto dihidroxilado y que haya eluído con el frente de la cromatografía. 
 
Teneiendo en cuenta los experimentos anteriores se puede concluir que C. glutamicum 
(pXKFUN) es capaz de hidroxilar en posición 11α todos los compuestos esteroideos probados 
(PROG, DOC, AD, ADD, TEST, DHEA); sin embargo la capacidad de conversión, así como los 
rendimientos y subproductos encontrados en cada transformación difieren notablemente. 
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Figura R1.36 Seguimiento de la biotransformación de esteroides en 11αOH-esteroides en cultivos 
en crecimiento de C. glutamicum (pXKFUN). A. Biotransformación de PROG en 11αOH-PROG. B. 
Biotransformación de DOC en 11αOH-DOC. C. Biotransformación de AD en 11αOH-AD. D. 
Producción de 11αOH-ADD, se muestran las áreas corregidas frente al tiempo. E. Biotransformación 
de TEST en 11αOH-TEST. F1. Biotransformación de DHEA en 11αOH-DHEA. F2. Producción de 
11αOH-DHEA, se muestran las áreas corregidas frente al tiempo. Se muestra el consumo de sustrato 
(línea azul) y la aparición de producto (línea roja). 
Producción de esteroides mediante ingeniería de citocromos 
111 
 
R
es
ul
ta
do
s 
 
 
 
 
 
 
 
Figura R1.37 Análisis mediante TLC de la biotransformación de esteroides en 11αOH-esteroides en 
cultivos en crecimiento de C. glutamicum (pECXK-99E) (C-) y C. glutamicum (pXKFUN) (FUN) a 
distintos tiempos (0 a 72 h). A. Biotransformación de PROG en 11αOH-PROG. B. Biotransformación 
de DOC en 11αOH-DOC. C. Biotransformación de AD en 11αOH-AD. D. Biotransformación de ADD 
en 11αOH-ADD. E. Biotransformación de TEST en 11αOH-TEST. F. Biotransformación de DHEA en 
11αOH- DHEA.  
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 Figura R1.38 Análisis mediante HPLC-DAD-MS de la biotransformación de esteroides en 11αOH-
esteroides en cultivos en crecimiento de C. glutamicum (pXKFUN) (FUN) a tiempo inicial (t 0h) y a 
tiempo final (t 96 h). Cromatogramas HPLC registrados en DAD (50-600 nm) (línea verde oscuro), 
espectros de masas obtenidos de los iones de m/z entre 150-400 (full scan) (línea negra), espectros 
de masas del ion característico -indicado en cada caso- del sustrato (línea azul) y espectros de 
masas del ion ion característico -indicado en cada caso- del producto (línea roja) A. 
Biotransformación de PROG en 11αOH-PROG.  
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 Figura R1.38 B. Biotransformación de DOC en 11αOH-DOC. C. Biotransformación de AD en 
11αOH-AD.   
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Figura R1.38 D. Biotransformación de ADD en 11αOH-ADD. E. Biotransformación de TEST en 
11αTEST. 
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Figura R1.38.F. Biotransformación de DHEA en 11αOH-DHEA 
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Una vez comprobada la capacidad biotransformadora de la cepa C. glutamicum (pXKFUN), y al 
igual que en los casos anteriores, se estudió la eliminación del ALA del proceso para así 
conseguir un abaratamiento de costes. El ensayo se realizó en las mismas condiciones que los 
anteriormente descritos, pero en ausencia de ALA. Como prueba de concepto se eligió PROG 
como sustrato a biotransformar. 
 
En la figura R1.39 se muestran las curvas de crecimiento de las cepas C.glutamicum (pXKFUN) 
y C.glutamicum (pECXK-99E) donde se observa que la expresión de los genes contenidos en 
el operón FUN no parece afectar al crecimiento en ausencia de ALA. 
 
 
Figura R1.39 Curvas de crecimiento de C. glutamicum (pECXK-99E) (línea azul) y C. glutamicum 
(pXKFUN) (línea roja) en las condiciones de biotransformación, en ausencia de ALA. 
 
La cepa C.glutamicum (pXKFUN) es capaz de biotransformar PROG en 11αOH-PROG en 
ausencia de ALA. Se aprecia el consumo de PROG a partir de las 16 h, siendo la conversión 
del mismo a tiempo final (sustrato consumido respecto al sustrato inicial) de 41.5 ± 13.9 %; así 
como se aprecia también la producción creciente a partir de las 24 h de 11αOH-PROG hasta el 
tiempo final (96 h), con un rendimiento de producción respecto a PROG (producto 11αOH-
PROG producido respecto al sustrato PROG  consumido, φ11αOH-PROG/PROG) de 26.7 ± 7.4 % 
(Fig. R1.40). 
 
No se han identificados compuestos diferentes a los ya identificados anteriormente, cuya m/z 
es 345 y 347. 
 
Por todo ello se puede concluir que, aunque con rendimientos bajos, C. glutamicum (pXKFUN) 
es capaz de producir productos esteroideos 11α-hidroxilados en ausencia de ALA. 
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Figura R1.40. Seguimiento de la biotransformación de PROG en cultivos en crecimiento de  C. 
glutamicum (pXKFUN) en ausencia de ALA a distintos tiempos. A. Consumo de PROG (línea azul) y 
producción de 11αOH-PROG (línea roja). B. Análisis mediante TLC. 
 
Dado que en los experimentos de transformación en crecimiento la conversión (sustrato 
consumido) fue baja, se propuso cambiar la metodología del proceso empleando células en 
reposo para la biotransformación y como prueba de concepto se realizó la biotransformación 
empleando PROG como sustrato.  
 
Para llevar a cabo estos ensayos se cultivó C. glutamicum (pXKFUN) en medio TSB durante 30 
h a 30°C, momento en el cual se recogieron y concentraron las células mediante 
centrifugación. Las células se resuspendieron a una DO600 de 60 en tampón fosfato 50 mM (pH 
7.4) conteniendo progesterona (500 µM) y se incubaron con agitación (250 rpm) a 30 ºC 
durante 72 h. Se tomaron muestras a las 16 h, 24 h, 48 h y 72 h y se analizaron mediante TLC 
y HPLC-DAD-MS.  
 
Al igual que en los ensayos llevados a cabo con células en crecimiento, para comprobar que el 
producto no se forma de manera natural por la acción del microorganismo y que el sustrato no 
es consumido ni modificado se empleó como control negativo la cepa C. glutamicum (pECXK-
99E).  
 
La cepa C. glutamicum (pXKFUN) es capaz de biotransformar PROG en 11αOH-PROG 
empleando para ello células en reposo. Se aprecia el consumo prácticamente total de PROG 
desde las 16 h, alcanzándose una conversión a tiempo final (72 h) (sustrato consumido 
respecto al sustrato inicial) de 91.6 ± 3.9 %; lo que se correlaciona con el aumento de la 
producción de 11αOH-PROG hasta las 48 h momento tras el cual la producción aumenta muy 
levemente hasta el tiempo final con un rendimiento final (producto 11αOH-PROG producido 
respecto al sustrato PROG consumido, φ11αOH-PROG/PROG) de 51.2 ± 3.6 % (Fig R1.41.A y Fig. 
R1.41.B).  
 
También se calculó el rendimiento del producto 11αOH-PROG con respecto a la biomasa 
(cantidad de producto 11αOH-PROG producido por cantidad de biomasa medida como peso 
Carmen Felpeto Santero 
118 
 
R
esultados 
seco presente en el cultivo, φ11αOH-PROG/X), siendo éste de 6.6 ± 0.6 (mg/mg), lo cual indica que 
por cada mg de biomasa se obtiene en torno a 7 mg del producto. 
 
Además de los compuestos mencionados, se observa también la aparición del compuesto más 
polar que el 11αOH-PROG, en esta ocasión visible en TLC (Fig. R1.41.B) y previamente 
identificado, que eluye en el minuto 2.8 tiene una m/z de 347; tratándose del compuesto 
dihidroxilado en posición 11α y probablemente 6β.También ha sido detectado, aunque en muy 
baja proporción, en el minuto 3.9 el otro compuesto previamente identificado cuya m/z es 345, 
probablemente la forma ceto de una de las grupos hidroxilo del compuesto cuya m/z es 347, 
bien sea en la posición 11α o en la posición 6β (Fig. R1.41.C). 
Figura R1.41 Seguimiento de la biotransformación de PROG en 11αOH-PROG con células en 
reposo de C. glutamicum (pECXK-99E) (C-) y C. glutamicum (pXKFUN) (FUN) a distintos tiempos (0 
a 96 h). A. Consumo de PROG (línea azul) y producción de 11αOH-PROG (línea roja). B.  Análisis 
mediante TLC. C. Análisis mediante HPLC-DAD-MS. Cromatograma HPLC registrado en DAD (50-600 
nm) (línea verde oscuro) y espectros de masas obtenidos de los iones de m/z entre 150-400 (full scan) 
(línea negra). 
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Aun teniendo en cuenta todos los subproductos que puedan existir, al menos en TLC (Fig. 
R1.41.B) que ofrece una visión bastante general del proceso, no se aprecian otros productos 
cuantitativamente relevantes. Es por ello que no se explica que el rendimiento sea sólo del 
51%, ya que el sustrato no es metabolizable por la bacteria C. glutamicum y los subproductos 
encontrados no parecen ser lo suficientemente abundantes. Esta diferencia podría ser 
atribuible a pérdidas en la extracción de los esteroides, al utilizar una alta concentración celular 
cabe pensar que podrían quedar embebidos en la membrana celular y suponer una diferencia 
significativa cuantitativamente. 
 
Con la finalidad de comprobar esta hipótesis se aplicó un método de extracción que incluía 
rotura mecánica (ver Materiales y Métodos, Sección 8.1). En la Fig. R1.44 puede observarse 
como, mediante rotura mecánica se extrae una mayor cantidad de 11αOH-PROG y sobre todo 
de PROG; por lo que es probable que los rendimientos estén menospreciados y sean 
sensiblemente mayores a los calculados. 
 
Figura R1.44. Análisis mediante TLC de la extracción de los esteroides mediante metodología 
convencional (M.C.) y rotura mecánica (R.M) de la biotransformación a de PROG en 11αOH-PROG 
con células en reposo de C. glutamicum (pXKFUN).  
 
A la vista de los resultados anteriores se puede concluir que C. glutamicum (pXKFUN) es 
capaz de biotransformar PROG en 11αOH-PROG, empleando para ello células en reposo, con 
un rendimiento del 52 %, consiguiéndose con este cambio en la metodología de ensayo, una 
conversión casi total. 
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2. PRODUCCIÓN DE ESTEROIDES 11β–HIDROXILADOS 
 
2.1. UTILIZACIÓN DE Cochliobolus lunatus PARA LA PRODUCCIÓN DE ESTEROIDES 
11β–HIDROXILADOS 
 
Como ya se ha comentado en la introducción, la forma convencional de producir esteroides 
11β-hidroxilados es mediante procesos de biotransformación utilizando hongos, principalmente 
C. lunatus. Sin embargo, además del producto de interés se forman otros subproductos que 
disminuyen la eficiencia del proceso y complican las posteriores etapas de purificación del 
producto deseado. 
 
Para comprobar el comportamiento del hongo y como punto de partida de este estudio se 
realizaron ensayos de hidroxilación con C. lunatus (CECT 2130) sobre algunos sustratos 
esteroideos. Para llevar a cabo estos ensayos se cultivó C. lunatus en medio M7 durante 96 h a 
30 ºC, momento en el que se adicionó el esteroide a una concentración final de 300 µM desde 
una solución 5 mM en 10 % (v/v) de Tyloxapol. La biotransformación se prolongó durante 20 h. 
Los productos obtenidos en estos ensayos se analizaron mediante TLC (Fig. R2.1). 
 
Figura R2.1 Análisis mediante TLC de la 11β-hidroxilación de esteroides por C. lunatus. A. 11β-
Hidroxilación de PROG. B. 11β-Hidroxilación de AD. C. 11β-Hidroxilación de DOC. 
 
Como se observa en la Fig. R2.1 C. lunatus es capaz de modificar todos los compuestos 
esteroideos empleados en este ensayo; no obstante, además de producirse el compuesto 11β-
hidroxilado de interés se observaron otros compuestos, en algunos casos en igual o mayor 
abundancia, por lo que los rendimientos del producto con respecto al sustrato fueron bajos. La 
conversión de los esteroides resultó no ser total, aunque fue mayor en el caso de la 
progesterona. 
 
En el caso concreto del compuesto AD, además de formarse el compuesto 11β-hidroxilado se 
forman otros compuestos mono y dihidroxilados del mismo, no identificados; basándose en 
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bibliografía podría tratarse del 14α-OH-AD (Kollerov et al., 2009); además se forma TEST a 
partir de AD, ello se debe a la actividad 17-hidroxiesteroide deshidrogenasa (17-HSDH) 
ampliamente estudiada en C. lunatus (Plemenitas et al., 1988), así como también se producen 
las correspondientes formas hidroxiladas de la misma. 
 
A la vista de estos resultados y teniendo en cuenta resultados previos de esta Tesis Doctoral 
en los que se ha comprobado la capacidad de biotransformación de esteroides transfiriendo 
estos sistemas CYP-CPR fúngicos a actinobacterias exentas de estas actividades secundarias 
de transformación de los esteroides, se planteó como objetivo la identificación de este sistema 
CYP-CPR con capacidad 11β-hidroxilasa en C. lunatus, hasta la fecha desconocido, así como 
su expresión heteróloga en C. glutamicum, tanto para comprobar de manera certera dicha 
actividad en las enzimas identificadas, como para obtener una plataforma para la 
biotransformación esteroides en sus formas 11β-hidroxiladas. 
 
2.2. IDENTIFICACIÓN DEL CITOCROMO RESPONSABLE DE LA ACTIVIDAD 11β-
HIDROXILASA EN C. lunatus 
 
Como se ha expuesto en la introducción, el interés por encontrar el sistema CYP-CPR con 
capacidad 11β-hidroxilasa no es una novedad y han sido varios los intentos mediante 
diferentes estrategias para llevarlo a cabo; hasta el momento todas ellas infructuosas. 
Teniendo en cuenta que, ni estrategias basadas en aislamiento de la proteína responsable de 
la actividad, ni estrategias basadas en comparación relativa de RNA inducido en presencia de 
esteroides (PROG), han tenido éxito, se plantea una nueva estrategia con la que se pretende 
extraer el CYPoma y el CP-REDUCToma completos de C. lunatus y estudiar la inducción 
génica de cada uno de los citocromos y proteínas citocromo-reductasas detectadas. 
 
2.2.1. Extracción del CYPoma completo y curado manual de los datos 
 
El CYPoma completo fue extraído empleando MycoCosm Resource de Genome Portal del 
Joint Genome Institute (JGI) tal como se explica en Materiales y Métodos, Sección 9. Para ello 
se empleó la anotación de los citocromos proporcionada por la base de datos JGI que contiene 
los correspondientes dominios Pfam e InterPro (PF00067 e IPR002238, respectivamente) del 
genoma de C. lunatus (cepa M118) (JGI Project ID: 403758). Mediante esta aproximación se 
anotaron un total de 112 citocromos putativos no redundantes (Tabla R1.1).  
 
Hay que señalar aquí que la cepa utilizada para nuestros ensayos de biotransformación es la 
cepa C. lunatus CECT2130, que es la cepa de referencia para las 11β- hidroxilaciones de 
esteroides descritas en la literatura (Sonomoto et al.,  1983; US4353985), en tanto que la cepa 
cuyo genoma está secuenciado es la cepa M118. Por lo tanto podrían esperarse pequeñas 
diferencias en los genomas. 
 
En trabajos previos, una porción de fracción microsomal de C. lunatus enriquecida en 11β-
hidroxilasa había sido obtenida mediante métodos clásicos (centrifugación en gradiente, 
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purificación basada en carga, etc.) (Zuidweg, 1968; Janig et al., 1992). Basándose en esta 
información no fue posible concluir, teniendo en cuenta la metodología empleada, si se trataba 
de un único citocromo o eran varios los que poseían dicha actividad; no obstante, fue posible 
concluir que el peso molecular del citocromo o los citocromos era aproximadamente 60 kDa. 
Por tanto, en el estudio se decidió excluir todos aquellos citocromos cuyo peso molecular fuera 
inferior a 50 kDa o mayor a 70 kDa, permitiendo eliminar 20 CYPs (marcados en gris en la 
Tabla R1.1), quedando por tanto 92 citocromos putativos. 
 
Tabla R1.1 CYPoma putativo de C. lunatus 
 
CYP Número de aminoácidos 
Peso 
molecular 
(kDa) 
126469 51 6.02 
126939 99 10.92 
110062 222 24.88 
19014 260 29.30 
41035 340 38.62 
54191 350 39.69 
55618 377 41.97 
55383 388 42.74 
63509 424 47.26 
108801 429 48.22 
47057 456 51.31 
112196 460 51.47 
112789 460 52.16 
125862 469 53.08 
105208 480 53.67 
115117 487 54.04 
63419 480 54.05 
148971 485 54.07 
39929 481 54.28 
120161 500 54.38 
48997 492 54.51 
39666 492 55.00 
56286 494 55.39 
106779 495 55.63 
53281 496 55.73 
46585 495 55.91 
39245 494 55.96 
98326 497 56.25 
45637 496 56.56 
103239 498 56.57 
18976 508 56.68 
39414 496 56.81 
CYP Número de aminoácidos 
Peso 
molecular 
(kDa) 
52559 502 56.81 
51519 509 57.25 
47776 507 57.33 
52027 509 57.46 
31982 510 57.55 
123626 505 57.59 
55623 508 57.70 
20651 510 57.72 
22460 514 57.83 
21576 518 58.03 
51506 511 58.08 
140388 511 58.09 
23267 511 58.16 
103168 518 58.28 
152416 509 58.37 
106876 522 58.45 
33942 516 58.49 
58285 522 58.54 
53310 515 58.57 
36530 519 58.60 
43063 527 58.68 
55180 519 58.70 
123921 514 58.71 
121648 509 58.75 
53560 528 58.77 
34205 517 58.78 
60218 522 58.80 
149651 518 58.82 
135200 512 58.86 
114449 527 59.28 
65136 526 59.29 
56035 523 59.54 
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CYP Número de aminoácidos 
Peso 
molecular 
(kDa) 
55015 528 59.55 
116182 525 59.56 
52354 521 59.57 
51907 529 59.62 
120242 526 59.67 
47769 527 59.83 
140443 532 59.87 
53650 528 59.88 
99310 518 59.88 
46751 529 59.96 
16522 526 60.03 
51377 525 60.17 
101680 537 60.28 
46179 535 60.30 
56034 539 60.37 
25527 536 60.66 
118692 539 60.79 
48948 541 60.92 
113943 540 60.93 
143653 548 61.12 
27925 536 61.20 
106674 535 61.35 
112971 542 61.48 
105979 545 61.58 
CYP Número de aminoácidos 
Peso 
molecular 
(kDa) 
103474 551 61.79 
31052 551 61.96 
53640 552 61.97 
108966 543 61.97 
98945 540 62.04 
34615 544 62.07 
122571 544 62.09 
103130 551 62.18 
37613 543 62.71 
34734 555 63.01 
17883 575 64.20 
100722 562 64.25 
56036 570 64.77 
62033 621 68.96 
112955 624 70.55 
115905 636 71.42 
35957 666 74.28 
52408 927 105.36 
152579 1068 119.03 
112637 1083 120.56 
131553 1097 121.71 
151722 1125 126.20 
145449 1252 136.84 
36573 4101 450.88 
 
 
 
 
 
2.2.2. Identificación basada en homología de los candidatos más probables  
 
A pesar del curado manual, el número de citocromos candidatos era muy alto, por lo que se 
decidió refinar la estrategia empleando la comparación con otros citocromos conocidos con 
actividad 11-hidroxilasa que permitiera elegir cuales citocromos emplear en los siguientes 
análisis o al menos, y dado que la semejanza no fue muy alta, elegir un orden lógico en el que 
proseguir con el análisis. De esta manera los 92 candidatos fueron comparados con la 11α-
hidroxilasa de Aspergillus ochraceus (US7033807) empleando BLAST-Local. Los candidatos 
con un score superior a 100 fueron seleccionados para realizar un análisis de inducción génica 
en el hongo en presencia de esteroides. De esta manera se seleccionaron los citocromos 
CYP116182, CYP51519, CYP115117, CYP103168, CYP135200, CYP34615, CYP31052 y 
CYP56034. 
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2.2.3. Estudio de la inducción génica de los candidatos en presencia de esteroides 
 
Teniendo en cuenta trabajos previos, se sabía que determinados esteroides potenciaban la 
inducción del citocromo con actividad 11β-hidroxilasa en C. lunatus, mientras que otros no 
tenían este efecto (Undisz et al., 1992). Basándose en estos trabajos se escogió DOC, PROG y 
AD como inductores para analizar los perfiles de inducción génica de los citocromos 
candidatos. También se realizaron dichos estudios empleando ácido cólico (AcCol) y β-
sitosterol (β-SITO) como controles negativos, ya que se conocía que no eran inductores y por 
tanto servirían para descartar una posible inducción general por estrés causado por la 
presencia de esteroides. 
 
Para llevar a cabo estos ensayos se cultivó C. lunatus en medio M7 durante 96 h a 30 ºC, 
momento en el que se adicionó el esteroide a una concentración final de 300 µM desde una 
solución 5 mM en 10 % (v/v) de Tyloxapol. Tras 40 min de inducción, el micelio fue recogido en 
esterilidad mediante filtración, fue lavado con una solución que contenía 0.85 % (v/v) de cloruro 
de sodio y 0.05 % (v/v) de Tween 80 y fue congelado a -80ºC hasta su uso. 
El RNA de C. lunatus fue extraído partiendo de micelio congelado tal como se indica en 
Materiales y Métodos, Sección 5.1 y fue empleado como molde para la síntesis de DNA 
complementario (cDNA) (Materiales y Métodos, Sección 5.2). Este cDNA se empleó como 
molde para los ensayos de sqRT-PCR y qRT-PCR. Los ensayos de sqRT-PCR y qRT-PCR se 
realizaron tal como se indica en Materiales y Métodos, Sección 5.3 y Sección 5.4, 
respectivamente; empleando los oligonucleótidos listados en la Tabla MM3.  
 
Los genes codificantes de tres de los citocromos seleccionados (CYP115117, CYP34615 y 
CYP56034) no mostraron expresión en ninguna de las condiciones ensayadas, no obstante si 
se obtuvo amplificación cuando se empleó DNA genómico (gDNA) como control de la sqRT-
PCR (Fig. R2.2A). Para los candidatos CYP116182, CYP51519 y CYP135200 no se obtuvo 
amplificación, incluso empleando como molde gDNA y diferentes parejas de oligonucleótidos 
que hibridasen en diferentes dominios del citocromo lo que podría deberse a diferencias con el 
genoma de la cepa secuenciada o a errores de anotación y/o secuenciación. 
 
En el caso de los candidatos CYP103168 y CYP31052 se observó una mayor expresión génica 
en presencia de DOC, PROG y AD con respecto a la condición no inducida expuesta sólo al 
detergente Tyloxapol en la misma cantidad que en el resto de las muestras con esteroides; así 
como tampoco se observó incremento en la expresión génica en presencia de AcCol ni β-SITO 
(Fig. R2.2A).  
 
El incremento de expresión génica para el caso del CYP103168 se analizó cuantitativamente 
mediante qRT-PCR, observándose un incremento de la expresión en 157 en presencia de 
DOC, 9 veces en presencia de PROG y 7 veces en presencia de AD. No se observó 
incremento de expresión destacable en presencia de AcCol ni β-SITO (Fig. R2.2B).  
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Figura R2.2 Expresión de citocromos de C. lunatus en presencia de diversos esteroides: DOC, AD, 
PROG, AcCol y β-SITO. C─ , control negativo sin ADN; NoIND, condición no inducida (cultivos no 
expuesto a esteroides); gDNA corresponde al ADN genómico como un control positivo. El gen de la 
gliceraldehído gen 3-fosfato deshidrogenasa (GAPDH) se ha utilizado como control interno (HK). A. 
sqRT-PCR para la comprobación de la transcripción. B. qRT-PCR para comprobación de las veces 
de expresión (FC) del CYP103168.  
 
Teniendo en cuenta estos resultados, se concluyó que el CYP103168 era un candidato ideal 
para expresarlo heterólogamente y chequear su actividad para la biotransformación de 
esteroides. Sin embargo, como se ha expuesto ampliamente en la introducción, los citocromos 
tipo II requieren de una proteína citocromo-reductasa (CPR) que les transfiera poder reductor 
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para poder llevar a cabo su actividad; es por ello que era preciso identificar la CPR 
acompañante de dicho citocromo. 
 
2.3. IDENTIFICACIÓN DE LA PROTEÍNA CITOCROMO-REDUCTASA ACOMPAÑANTE DEL 
CITOCROMO RESPONSABLE DE LA ACTIVIDAD 11β-HIDROXILASA EN C. lunatus 
 
Para la identificación de la CPR de C. lunatus se empleó la misma estrategia que para la 
identificación del CYP, consistente en la extracción completa del CP-REDUCToma y el 
subsiguiente análisis de expresión génica de los candidatos en las mismas condiciones. 
 
2.3.1. Extracción del CP-REDUCToma completo y curado manual de los datos 
 
El CP-REDUCToma completo fue extraído empleando MycoCosm Resource de Genome Portal 
del Joint Genome Institute (JGI) tal como se explica en Materiales y Métodos, Sección 9. Para 
ello se empleó la anotación de los dominios característicos de las CPR (dominio flavodoxina, 
dominio de unión a FAD y dominio de unión a NAD) proporcionada por la base de datos JGI 
que contiene los correspondientes dominios Pfam (PF00258, PF00667 y PF00175, 
respectivamente) del genoma de C. lunatus M118 (JGI Project ID: 403758).  
 
Mediante estos análisis se encontraron 5 CPRs putativas: CPR59830, CPR64795, 
CPR128465, CPR112637 y CPR152579. 
 
El curado manual de los datos mostró que CPR112637 y CPR152579 eran en realidad 
citocromos tipo III, que constituyen una proteína de fusión CYP-CPR. Las CPR64795 y 
CPR128465 habían sido previamente descritas como CPR1 y CPR2 de C. lunatus (Lah et al., 
2008). Por tanto, las proteínas citocromo-reductasa CPR59830, CPR64795 y CPR128465 
fueron seleccionadas para estudios de inducción génica. 
 
2.3.2. Estudio de la inducción génica de los candidatos en presencia de esteroides 
 
Los estudios de los perfiles de expresión génica de las CPRs seleccionadas se realizaron de la 
misma manera que los estudios llevados a cabo con los CYPs seleccionados, explicados 
previamente en la Sección 2.2.3 de este apartado. 
 
La CPR128465 no mostró expresión en ninguna de las condiciones ensayadas, no obstante si 
se obtuvo amplificación cuando se empleó gDNA como control de la sqRT-PCR. Las 
CPR59830 y CPR64795 no mostraron cambios relevantes en la expresión génica en ninguna 
de las condiciones ensayadas (Fig. R2.3). 
 
Teniendo en cuenta estos resultados, se concluyó que existen tres CPRs en C. lunatus y que 
las CPR59830 y CPR64795, aunque no eran inducibles de manera selectiva, su expresión 
constitutiva las convertía en posibles candidatas para su expresión heteróloga conjuntamente 
con el CYP103168 y poder así analizar la actividad 11β-hidroxilasa de dichas parejas. 
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Figura R2.3 Expresión de las CPRs de C. lunatus en presencia de diversos esteroides: DOC, AD, 
PROG, AcCol y β-SITO. C─ , control negativo sin ADN; NoIND, condición no inducida (cultivos no 
expuesto a esteroides); gDNA corresponde al ADN genómico como un control positivo. El gen de la 
gliceraldehído gen 3-fosfato deshidrogenasa (GAPDH) se ha utilizado como control interno (HK). 
 
2.4. EXPRESIÓN HETERÓLOGA DE LA ACTIVIDAD 11β-HIDROXILASA DE C. lunatus 
 
Basándose en resultados previos de esta Tesis Doctoral, y con la finalidad de identificar el CYP 
y su CPR acompañante con actividad 11β-hidroxilasa, se propuso construir operones para su 
expresión en actinobacterias. 
 
2.4.1. Diseño de los operones FAN y FIN (CPR-CYP) 
 
Los operones FAN (CPR64795-CYP103168) y FIN (CPR59830-CYP103168) fueron diseñados 
exactamente como el operón FUN (Resultados 1, Sección 1.2.1) ya que se había conseguido 
actividad de biotransformación con este diseño. Así, se añadió una secuencia Shine 
Dalgarno/RBS (AAAGGGAG) 6 pb aguas arriba a partir de los respectivos codones de inicio de 
cada gen para conseguir la traducción óptima del ARNm, así como las dianas de restricción 
adecuadas para ser clonados en un vector de expresión adecuado. Sin embargo, al contrario 
de como se hizo con el operón FUN en este caso no se utilizaron genes sintéticos y por lo tanto 
el uso de codones no fue optimizado para su expresión. 
 
Los genes CPR59830, CPR64795 y CYP103168 necesarios para construir los operones FAN y 
FIN fueron amplificados mediante PCR usando como molde el cDNA obtenido como se explica 
en los apartados anteriores a partir de un micelio de C. lunatus expuesto a DOC y los 
oligonucleótidos listados en la Tabla MM3.  
 
Hay que señalar que cuando los amplicones de PCR de los genes CPR59830, CPR64795 y 
CYP103168 fueron secuenciados, se observaron algunas discrepancias conforme a la 
secuencia anotada en JGI, tanto en nucleótidos como en aminoácidos (Fig. R2.4). Estas 
diferencias probablemente se deban a que la cepa secuenciada y la cepa empleada en este 
estudio son diferentes. Sin embargo, en el caso del CYP103168 se identificó, además de estos 
cambios puntuales, un nuevo intrón (Fig. R2.4A). Estas diferencias no pueden atribuirse a 
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errores de la PCR ya que se secuenciaron varios clones y en ningún caso los errores de la 
PCR podrían explicar el nuevo intrón. Este resultado es muy relevante porque de haber 
utilizado la anotación original para la síntesis posiblemente no se habría obtenido un citocromo 
activo. 
Figura R2.4 Alineamiento de las proteínas predichas y anotadas en JGI y las secuenciadas. A. 
CYP1031468.  
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Figura R2.4 B. CPR64795.  
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Figura R2.4. Alineamiento de las proteínas predichas y anotadas en JGI y las secuenciadas. C. 
CPR59830. 
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Los amplicones fueron diseñados de forma tal que, una vez clonados en el vector de expresión 
adecuado, resultaran en un operón funcional, FAN o FIN (Fig. R2.5).  
R1 ccggaattcTGAccTGAgagaaagggagTGATAA 
R2 TGATAAtctagacaattgTGAccTGAgagaaagggagTGATAA 
R3 TAActcgagcgg 
 
Figura R2.5. Representación esquemática de los genes contenidos en los operones FAN y FIN. Las 
secuencias de las regiones intergénicas (R1- R3) se indican en la tabla. Se muestran en cursiva las 
secuencias de los sitios de restricción y se anotan en la figura. Las secuencias RBS (AAAGGGAG) se 
indican en negrita.  
 
2.4.2. Expresión heteróloga de la actividad 11β-hidroxilasa en C. glutamicum 
 
2.4.2.1. CONSTRUCCIÓN 
 
Los amplicones que contenían CPR64795 y CPR59830 fueron digeridos con las enzimas de 
restricción EcoRI y XbaI. El amplicón que contenía CYP103168 se digirió con las enzimas de 
restricción XbaI y XhoI. El vector pECXK-99E se digirió con las enzimas de restricción EcoRI y 
SalI (XhoI compatible). 
 
El amplicón que codificaba la CPR64795 (digerido con EcoRI y XbaI) y el amplicón que 
codificaba el CYP103168 (digerido con XbaI y XhoI) se clonaron en el plásmido pECXK-99E 
(digerido con EcoRI y SalI) resultando el vector pXKFAN. 
El amplicón que codificaba la CPR59830 (digerido con EcoRI y XbaI) y el amplicón que 
codificaba el CYP103168 (digerido con XbaI y XhoI) se clonaron en el plásmido pECXK-99E 
(digerido con EcoRI y SalI) resultando el vector pXKFIN. 
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Los plásmido pXKFAN y pXKFIN se clonaron inicialmente en E. coli DH10B donde se 
secuenciaron para comprobar que las construcciones eran correctas. Los plásmidos pECXK-
99E, pXKFAN y pXKFIN fueron posteriormente aislados de las cepas de E. coli portadoras y 
transformados en C. glutamicum mediante electroporación (ver Materiales y Métodos Sección 
3.3).  
 
2.4.2.2. COMPROBACIÓN DE LA ACTIVIDAD 11β-HIDROXILASA. BIOTRANSFORMACIÓN 
DE ESTEROIDES CON CÉLULAS EN REPOSO 
 
Con el objetivo de comprobar la actividad 11β-hidroxilasa de las construcciones realizadas se 
llevaron a cabo los ensayos que se muestran a continuación. Para ello se cultivó C. glutamicum 
(pXKFAN) y C. glutamicum (pXKFIN) en medio TSB durante 24 h tras la inducción con 1 mM de 
IPTG, a 30°C y 250 rpm; momento en el cual se recogieron y concentraron las células 
mediante centrifugación. Las células se resuspendieron a una DO600 de 60 en tampón fosfato 
50 mM (pH 7.4) conteniendo DOC (500 µM) y se incubaron con agitación (250 rpm) a 30 ºC 
durante 96 h. Se tomaron muestras a tiempo final y se analizaron mediante HPLC-DAD-MS.  
 
Al igual que en ensayos de biotransformación anteriores, para comprobar que el producto no se 
forma de manera natural por la acción del microorganismo sin citocromo y que el sustrato no es 
consumido ni modificado se empleó como control negativo la cepa C. glutamicum (pECXK-99E) 
(sin inserto). 
 
La cepa C. glutamicum (pXKFAN) fue capaz de biotransformar DOC en CORT, mientras que la 
cepa C. glutamicum (pXKFIN) no fue capaz de biotransformar DOC en CORT. La cepa control 
C. glutamicum (pECXK-99E) no fue capaz de biotransformar el sustrato de la reacción (Fig. 
R2.6). 
 
En la biotransformación llevada a cabo por cepa C. glutamicum (pXKFAN), además de CORT, 
se detectó otro compuesto hidroxilado más polar y más abundante que CORT que eluyó en el 
minuto 5. 
 
Cabe destacar que para el producto CORT, así como en todos los casos en los que se 
disponía de patrón o de muestra con una proporción alta del compuesto para ser usada como 
tal, la identificación se realizó mediante la m/z del ion característico así como por el patrón de 
fragmentación de dicho ion característico. Por ejemplo, en el caso del compuesto CORT el ion 
característico tiene una m/z de 347 y la fragmentación característica del mismo es 329, 311 y 
293. Para la identificación de un compuesto se extrae un espectro de masas del ion 
característico de m/z 347 sí y sólo sí en la fragmentación de éste, el fragmento mayoritario 
coincide con el fragmento mayoritario de la fragmentación característica, en este caso 329. Por 
tanto, en el caso de la biotransformación de DOC, se detecta CORT y otro compuesto que 
eluye en el minuto 5 y que tiene el mismo ion característico m/z 347 y el mismo patrón 
característico de fragmentación. 
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En la biotransformación llevada a cabo por la cepa C. glutamicum (pXKFIN) no se produce 
CORT; sin embargo se observa descenso del sustrato y aparición de otro producto más apolar 
que el compuesto CORT, que eluye en el minuto 11.2 (marcado con una flecha en la Fig. 
R2.6). Resulta necesario precisar que al extraerse un espectro de masas del ion característico 
de m/z 347 empleando el espectro masas obtenido de los iones de m/z entre 150-400 (full 
scan); es decir, manteniendo la extracción del ion característico m/z 347 pero evitando el 
criterio de patrón característico de fragmentación de dicho ion; se obtiene un pico mayor cuyo 
patrón de fragmentación es 283, 311, 329, 301, 265 -siendo 283 el más abundante y 265 el 
menos abundante-, permitiendo concluir que se trata de un compuesto de igual peso molecular 
que el compuesto CORT pero lo suficientemente diferente para tener otro patrón de 
fragmentación característico, probablemente un compuesto hidroxilado en otra posición. 
 
Figura R2.6 Análisis mediante HPLC-DAD-MS de la biotransformación de DOC en CORT concélulas 
en reposo de C. glutamicum (pXKFAN) (FAN), C. glutamicum (pXKFIN) (FIN) y C. glutamicum 
(pECXK-99E) (C─). Espectros de masas del ion característico de DOC (línea azul) y del ion característico 
de CORT (línea roja). 
 
De todo lo anterior se puede concluir que, tanto el operón FAN como el operón FIN fueron 
funcionales en C. glutamicum, pero sólo el operón FAN (formado por la CPR64795 y el 
CYP103168) fue capaz de producir CORT a partir de DOC. 
 
El CYP103168 es funcional empleando como CPR acompañante, tanto CPR64795 como 
CPR59830; siendo capaz de cambiar la especificidad de sustrato y produciendo diferentes 
productos a partir del mismo sustrato DOC dependiendo de la CPR acompañante. 
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Además se puede concluir que C. lunatus posee tres CPRs funcionales: CPR64795 y 
CPR128465, identificadas previamente como CPR1 y CPR2 (Lah et al., 2008) y CPR59830, 
identificada por primera vez en esta Tesis Doctoral.  
 
A la vista de los resultados obtenidos con DOC, se realizaron ensayos empleando la cepa C. 
glutamicum (pXKFAN) con otros esteroides cuyo producto 11β-hidroxilado fuese, o bien de 
interés industrial como la sintona 11βOH-AD o bien de interés farmacológico, como el 
compuesto hidrocortisona (HC). Los ensayos fueron realizados tal como se ha indicado 
anteriormente pero empleando AD (500 µM) y cortexolona (también denominada Reichstein's 
Substance S, RSS) (500 µM) como sustratos. De igual manera se comprobó que la cepa 
control C. glutamicum (pECXK-99E) tampoco fue capaz de modificar el sustrato de la reacción. 
 
Para realizar una comparativa con las biotransformaciones que tienen lugar utilizando el hongo, 
se realizaron ensayos de biotransformación con C. lunatus tal como se ha indicado en la 
Sección 2.1 de este apartado, pero empleando DOC o AD (500 µM) como sustratos, ya que en 
las biotransformaciones llevadas a cabo con C. glutamicum (pXKFAN) empleando DOC como 
sustrato se detectan otros compuestos además del compuesto de interés 11β-hidroxilado y en 
el caso de AD, se quiere comparar por existir otras actividades sobre este compuesto 
presentes en C. lunatus.  
 
La cepa C. glutamicum (pXKFAN) fue capaz de producir 11βOH-AD empleando AD como 
sustrato (Fig. R2.7A). Esta cepa también fue capaz de producir HC empleando RSS como 
sustrato (Fig. R2.7B).  
 
En la biotransformación llevada a cabo por la cepa C. glutamicum (pXKFAN) empleando AD 
como sustrato, puede observarse que existen otros dos compuestos minoritarios que eluyen en 
el minuto 4.4 –en muy baja proporción- y 8.3, ambos con el mismo ion característico del 
compuesto 11βOH-AD (m/z 303) y el mismo patrón de fragmentación de dicho ion (Fig. R2.7A).  
 
En la biotransformación llevada a cabo por la cepa C. glutamicum (pXKFAN) empleando RSS 
como sustrato, puede observarse que existe otro compuesto minoritario que eluye en el minuto 
3.3 con el mismo ion característico del compuesto HC (m/z 363) y el mismo patrón de 
fragmentación de dicho ion (Fig. R2.7B). 
 
Con independencia de los compuestos ya mencionados, no se encontró ningún otro 
subproducto en las biotransformaciones mediante los métodos cromatográficos empleados. 
 
En las biotransformaciones llevadas a cabo con el hongo C. lunatus empleando como sustratos 
DOC y AD, además de los compuestos 11β-hidroxilados de interés, se producen otros 
compuestos.  
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Figura R2.7 Análisis mediante HPLC-DAD-MS de la biotransformación de esteroides en 11βOH-
esteroides con celulas en reposo de C. glutamicum (pXKFAN). Espectros de masas del ion 
característico -indicado en cada caso- del sustrato (línea negra) y del producto (línea azul). A. 
Biotransfromación de AD en 11βOH-AD. B. Biotransfromación de RSS en HC. 
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En el caso de la biotransformación de DOC llevada a cabo por el hongo C. lunatus, los 
productos encontrados, así como la proporción en la que aparecen, resultaron ser los mismos 
que los obtenidos en la biotransformación llevada a cabo por C. glutamicum (pXKFAN), de lo 
que se deduce que en el caso del compuesto DOC, no parece estar actuando otro citocromo o 
enzima; además se puede concluir que el sistema CPR64795-CYP103168 es el responsable 
en el hongo C. lunatus de hidroxilar DOC en posición 11β, así como en otra posición no 
identificada (Fig. R2.8A).  
 
Cabe destacar que en esta biotransformación no se observó el compuesto de m/z 347 [283, 
311, 329, 301, 265] que eluía en el minuto 11.2 en la biotransformación llevada a cabo por la 
cepa C. glutamicum (pXKFIN), por lo que parece probable que la CPR fisiológica acompañante 
del CYP103168 en C. lunatus sea la CPR64795. 
 
En el caso de la biotransformación de AD llevada a cabo por el hongo C. lunatus se encuentran 
otros productos diferentes a los identificados en la biotransformación llevada a cabo por C. 
glutamicum (pXKFAN). Tal como ya se ha estudiado en la Sección 2.1 de este apartado, C. 
lunatus es capaz de producir TEST a partir de AD, debido a la actividad 17-hidroxiesteroide 
deshidrogenasa (17-HSDH) previamente descrita (Plemenitas et al., 1988); es por ello que se 
detecta TEST (minuto 12.7), así como derivados monohidroxilados de la misma (minutos 4.3 y 
5.9). Una vez excluidos los compuestos derivados de testosterona, el perfil de 
biotransformación es muy similar al obtenido en la biotransformación llevada a cabo por la cepa 
C. glutamicum (pXKFAN); lo que permite concluir que el sistema CPR64795-CYP103168 es el 
responsable en el hongo C. lunatus de hidroxilar AD en posición 11β, así como en otra posición 
no identificada (Fig. R2.8B). 
 
Teniendo en cuenta los experimentos anteriores es posible afirmar que el CYP103168 es el 
responsable de la hidroxilación en posición 11β en C. lunatus de los compuestos DOC, AD y 
RSS; sí como de otras monohidroxilaciones en otras posiciones de los mismos. Además puede 
afirmarse, basándose en los perfiles de hidroxilación de estos compuestos, que CPR64795 es 
el acompañante fisiológico del CYP103168.   
 
Gracias a los experimentos anteriores se ha podido identificar el citocromo que porta la 
actividad 11β-hidroxilasa, además suponen una prueba de concepto para emplear C. 
glutamicum como chasis para la expresión heteróloga de actividades modificadoras de 
esteroides para la producción de esteroides de interés farmacológico y/o industrial; no obstante 
en el caso que nos ocupa, la conversión ha sido muy baja y los rendimientos variables según el 
sustrato de partida. No hay que olvidar que, al contrario que lo realizado con el sistema 
RoCPR1-CYP509C12 de R. oryzae denominado FUN (Resultados 1, Sección 1.2.1), los genes 
CPR64795 y CYP103168 han sido amplificados mediante PRC empleando como molde cDNA 
y por tanto no han sido optimizados, así como tampoco se ha añadido en la región N-terminal 
ningún aminoácido para mejorar la expresión. 
  
Producción de esteroides mediante ingeniería de citocromos 
137 
 
R
es
ul
ta
do
s 
 
Figura R2.8 Análisis mediante HPLC-DAD-MS de la biotransformación de esteroides en 11βOH-
esteroides de C. lunatus. Cromatograma de HPLC registrados en DAD (50-600 nm) (línea verde 
oscura), espectros de masas obtenidos de los iones de m/z entre 150-400 (full scan) (línea negra) y 
espectro de masas del ion característico -indicado en cada caso- del producto (línea roja). A. 
Biotransfromación de DOC en CORT. B. Biotransfromación de AD en 11βOH-AD.  
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2.4.2.3. MEJORA DE LA EXPRESIÓN: OPERÓN FAN.1 
 
Los citocromos eucariotas, tal como se ha explicado ampliamente en la introducción, 
habitualmente están anclados a membrana. En el caso del CYP103168 y basándose en 
estudios previos (Zuidwek, 1968; Janig et al., 1992) se sabía que aparecía en la fracción 
microsomal. Con el objetivo de mejorar la solubilidad de la proteína CYP103168 se estudió la 
estructura de la misma, observándose mediante el programa SOSUI de predicción de dominios 
transmembrana (Materiales y Métodos, Sección 9) que efectivamente presentaba una región 
transmembrana en N-terminal (Fig. R2.9).  
 
 
Figura R2.9 Análisis de estructura y dominios transmembrana de CYP103168 
 
2.4.2.3.1. Diseño y construcción del Operón FAN.1 
 
Teniendo en cuenta existía un dominio transmembrana y amplia bibliografía previa en la mejora 
de la solubilidad de proteínas eucariotas mediante el truncamiento o cambio de la región N-
terminal (Urlacher et al., 2012; Ichinoise y Wariishi, 2013; Scott et al., 2016) se decidió emplear 
esta aproximación para la mejora de la solubilidad del CYP103168.  
 
Basándose concretamente en los casos previos en los que se mejora la solubilidad de 
citocromos fúngicos mediante truncamiento de la región N-terminal cuando son expresados 
heterólogamente en bacterias (Ichinose y Wariishi, 2013) se decidió que aminoácidos truncar. 
Para ello se recopilaron 21 casos en los que esta estrategia había funcionado con éxito y se 
alinearon sus secuencias con el fin de dilucidar un posible patrón o criterio de truncamiento. Tal 
como Ichinoise y Wariishi (2013) describen en su artículo, se detectó la región rica en prolina 
(azul), que es la región de unión entre el N-terminal y el dominio catalítico (Fig. R2.10). 
Teniendo en cuenta la región transmembrana se decidió truncar los primeros 20 aminoácidos 
del CYP103168, basándose en la carga y polaridad de los mismos. 
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Figura R2.10 Alineamiento de las regiones N-terminal de los citocromos fúngicos empleados en 
este estudio. Se marca en azul la región rica en prolina (P) de unión entre N-terminal y el dominio 
catalítico; en verde la región transmembrana conservada y en rosa la región truncada; se marca en 
amarillo una sustitución en la región transmembrana. 
 
Para la construcción de un operón que contuviese CPR64795 y la versión truncada del 
citocromo CYP103168 se procedió exactamente de la misma manera que se ha detallado para 
la construcción del operón FAN (Sección 2.4.1 de este apartado), a excepción de que el 
oligonucleótido 5’ empleado para la amplificación del CYP103168 fue diferente (Tabla MM2), 
de tal manera que la proteína comenzaba en una metionina, seguida del aminoácido valina 21 
del CYP103168; este citocromo truncado se denominó CYP103168.1 y el operón formado por 
CPR64795-CYP103168.1 se denominó FAN.1. 
 
2.4.2.3.2. Comprobación de actividad. Biotransformación de esteroides 
 
Para comprobar la actividad in vivo, se realizaron ensayos de biotransformación de DOC tal y 
como se ha detallado en la Sección 2.4.2.2 de este mismo apartado.  
 
La cepa C. glutamicum (pXKFAN.1) no fue capaz de biotransformar DOC en CORT –y sólo se 
detectaron trazas incuantificables-; sin embargo, tal como se aprecia en la Fig. R2.11.A, 
descendió el sustrato DOC, formándose una gran cantidad de un producto más apolar que 
eluyó en el minuto 11 cuya m/z fue 333. Probablemente se tratase de un compuesto derivado 
de DOC ya que corresponde con su m/z incrementada en 2; además el patrón característico de 
fragmentación (m/z 333 [297, 279, 315, 255]), aunque en diferente proporción relativa, también 
coincide con el patrón de fragmentación característico de DOC (m/z 331 [295, 313, 277,253]). 
 
Aunque aquí no se muestran los datos este experimento también se llevó a cabo con el operón 
FIN.1 (CRP59830-CYP103168.1) construido con la otra CPR, obteniéndose resultados 
similares.  
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Estos resultados sugerían que el compuesto encontrado que se correspondía con DOC 
presentando una reducción en Δ4,5, sería el compuesto dihidrodeoxicorticosterona. Aunque 
también podría tratarse de un compuesto en el que el grupo ceto de la posición 3 o de la 
posición 20 se redujese a alcohol.  
 
Estos datos unidos a la falta del producto CORT, sugerían la hipótesis de que el CYP103168.1 
habría cambiado su función o que el CYP103168.1 era inactivo y el nuevo producto encontrado 
se formase solamente por la acción de la CPR64795. 
 
Con el objetivo de comprobar si la CPR era responsable de la transformación se construyó la 
cepa C. glutamicum (pXK64795). La construcción del vector pXK64795 se llevó a cabo tal 
como se detalló en la Sección 2.4.2.1 de este apartado. El amplicón que contenía la CPR64795 
(digerido con EcoRI y XbaI) se clonó en el plásmido pECXK-99E (digerido con EcoRI y XbaI) 
resultando el vector pXK64795, que se clonó inicialmente en E. coli DH10B donde se 
secuenció para comprobar que la construcción era correcta. El plásmido pXK64795 fue 
posteriormente aislado de las cepa de E. coli portadora y transformado en C. glutamicum 
mediante electroporación (ver Materiales y Métodos Sección 3.3). 
 
La cepa C. glutamicum (pXK64795) no fue capaz de biotransformar DOC en CORT; tampoco 
se observó disminución alguna del sustrato DOC, no encontrándose diferencia alguna con lo 
sucedido al realizar el experimento con la cepa control C. glutamicum (pECXK-99E) (Fig. 
R2.11.B).  
 
Basándose en los resultados obtenidos puede concluirse que el compuesto de m/z 333 que 
eluía en el minuto 11 no se forma por la acción exclusiva de la CPR64795. A partir de esta 
conclusión, resulta lógico pensar que el sistema CPR64795-CYP103168.1 ha modificado su 
actividad principal por una actividad secundaria, ya descrita en otros citocromos. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Producción de esteroides mediante ingeniería de citocromos 
141 
 
R
es
ul
ta
do
s 
Figura R2.11 Análisis mediante HPLC-DAD-MS de la biotransformación de DOC en CORT. A. Con 
células en reposo de C. glutamicum (pXKFAN.1). B. Con células en reposo de C. glutamicum 
(pECXK-99E) (C─) y C. glutamicum (pXK64795) (64795). Cromatograma HPLC registrado en DAD (50-
600 nm) (línea verde oscuro), espectros de masas obtenidos de los iones de m/z entre 150-400 (full scan) 
(línea negra), espectro de masas del ion característico de DOC (línea azul) y del ion característico de 
CORT (línea roja). 
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2.4.3. Producción de 11βOH-ADD y 11βOH-AD a partir de materias primas de bajo coste 
 
Teniendo en cuenta resultados previos de esta Tesis Doctoral, se sabía que era posible 
producir compuestos 11-hidroxilados a partir de materias primas de bajo coste empleando para 
ello cepas mutantes de M. smegmatis capaces de acumular las sintonas AD y ADD a las que 
se les había transferido la capacidad 11-hidroxilasa. Con el fin de obtener la prueba de 
concepto de que es posible la producción de 11βOH-ADD y 11βOH-ADD a partir de CHO y 
FITO se llevaron a cabo los siguientes experimentos. 
 
2.4.3.1. CONSTRUCCIÓN 
 
El amplicón que contenía CPR64795 (digerido con EcoRI y XbaI) y el amplicón que contenía 
CYP103168 (digerido con XbaI y XhoI) se clonaron en el plásmido pMV261 (digerido con EcoRI 
y SalI) resultando el vector pMVFAN, que se clonó inicialmente en E. coli DH10B donde se 
secuenció para comprobar que la construcción era correcta. Los plásmidos pMV261 y pMVFAN 
fueron posteriormente aislados de las cepas de E. coli portadoras y transformados en M. 
smegmatis mediante electroporación (ver Materiales y Métodos Sección 3.2).  
 
2.4.3.2. COMPROBACIÓN DE ACTIVIDAD. BIOTRANSFORMACIÓN DE ESTEROIDES 
 
Todos los experimentos de producción se llevaron a cabo tal como se detalló en la Sección 
1.2.2.3 del Apartado 1 de Resultados. 
 
2.4.3.2.1. Producción de 11βOH–ADD en M. smegmatis Δ6039 
 
Tal y como ya se ha comentado en la Introducción y en la Sección 1.2.2.3.1 del Apartado 1 de 
Resultados, se empleó la cepa M. smegmatis Δ6039, capaz de acumular ADD a partir de CHO 
y FITO. 
 
En los experimentos se empleó M. smegmatis Δ6039 (pMVFAN) para obtener 11βOH–ADD a 
partir de materias primas de bajo coste como CHO o FITO ya que, una vez obtenido el 
compuesto ADD, fue posible realizar la hidroxilación en la posición 11β del mismo, debido a las 
proteínas producidas mediante la expresión de los genes contenidos en el operón FAN. 
 
a) Producción 11βOH–ADD a partir de colesterol 
 
La figura R2.12 muestra la curva de crecimiento de las cepas M. smegmatis Δ6039 (pMVFAN) 
y M. smegmatis Δ6039 (pMV261) donde se observa que la expresión de los genes contenidos 
en el operón FAN parece afectar solamente a la fase de lisis de la bacteria en las condiciones 
ensayadas. 
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Figura R2.12 Curvas de crecimiento de la cepa M. smegmatis Δ6039 (pMV261) (línea azul) y M. 
smegmatis Δ6039 (pMVFAN) (línea roja) en las condiciones de biotransformación. 
 
La cepa M. smegmatis Δ6039 (pMVFAN) fue capaz de biotransformar CHO en 11βOH-ADD. 
Se aprecia el consumo de CHO a partir de las 24 h, siendo la conversión del mismo a tiempo 
final (96 h) (sustrato consumido respecto al sustrato inicial) de 99.9 ± 0.1 %; así como se 
aprecia también la producción creciente a partir de las 24 h de 11βOH-ADD hasta el tiempo 
final (96 h), con un rendimiento de producción respecto a CHO (producto 11βOH-ADD 
producido respecto al sustrato CHO consumido, φ11βOH-ADD/CHO) de 31.3 ± 0.1 % (Fig. R2.13.A, 
Fig. R2.14 y Fig. R2.15).  
Figura R2.13 Seguimiento de la biotransformación de CHO en cultivos en crecimiento de M. 
smegmatis Δ6039 (pMVFAN). A. Consumo de CHO y producción de 11βOH-ADD y ADD. B. 
Producción de subproductos relevantes. 
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Es notable la aparición de otros subproductos, identificados mediante TLC (Fig. R2.14) y 
HPLC-DAD-MS (Fig. R2.15), siendo el más representado ADD (φADD/CHO= 61.9 ± 0.1 %) y en 
menor medida 11βOH-AD (φ11β OH-AD/CHO= 6.8 ± 0.1 %) (Fig. R2.13.B).  
 
La cepa control M. smegmatis Δ6039 (pMV261) no tiene la capacidad de producir 11βOH-ADD 
(Fig. R1.7.A),pero si que se observó biotransformación de CHO en ADD, donde la conversión 
fue de 96.2 ± 5.9 % y el rendimiento del producto ADD producido con respecto al sustrato CHO 
consumido fue de φADD/CHO= 99.3 ± 0.3 %; observándose también una cantidad no significativa 
de 1,4-HBC.  
 
A pesar de que la biotransformación se llevó a cabo durante 96 h, como puede observarse (Fig. 
R2.13), los mismos resultados habían sido alcanzados a las 72 h; por lo que el tiempo de 
biotransformación puede reducirse en, al menos, 24 h. 
Figura R2.14 Análisis mediante TLC de la biotransformación en cultivos en crecimiento de CHO en 
11βOH-ADD de M. smegmatis Δ6039Δ5941 (pMVFAN) a distintos tiempos (0 a 96 h). 
 
Lo que parece estar ocurriendo es que la cepa M. smegmatis Δ6039 (pMVFAN) está 
biotransformando CHO en ADD de manera correcta; sin embargo no todo el ADD se está 
biotransformando en 11β OH-ADD. 
 
Al igual que ocurría en la cuantificación de 11αOH-ADD y 11αOH-AD, la cuantificación de los 
compuestos identificados se realizó empleando los espectros de masas de los iones 
característicos de los mismos; en el caso de 11βOH-ADD y 11β OH-AD eluyen en el minuto 3.5 
y 3.9, respectivamente, por lo que mediante HPLC-DAD los picos prácticamente solapan pero 
m/z del ion característico del 11βOH-ADD es 301 y del 11βOH-AD es 303; lo que permite la 
cuantificación empleando los espectros de masas de los mismos (Fig. R2.15.B). 
 
Además de los compuestos mencionados, se observa también la aparición de otros 
compuestos no identificados más polares que el 11βOH-ADD (por tanto migran más abajo en la 
TLC) (Fig. R2.14). No han sido tenidos en cuenta en la cuantificación los compuestos no 
observados mediante HPLC-DAD-MS; se estima que estos subproductos aparecen en una 
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proporción muy baja (menor al 1%) y son considerados por tanto, irrelevantes en términos 
cuantitativos en la biotransformación. 
Figura R2.15 Análisis mediante HPLC-DAD-MS de la biotransformación de CHO en 
cultivos en crecimiento de M. smagmatis Δ6039 (pMVFAN). A. Visión general. B. 
Ampliación de los minutos 0 a 9. Cromatogramas HPLC registrados en DAD (50-600 nm) 
(línea verde oscuro), espectros de masas obtenidos de los iones de m/z entre 150-400 (full 
scan) (línea negra), espectro de masas del ion característico del 11βOH-ADD (línea roja) y 
espectro de masas del ion característico del 11βOH-AD (línea verde claro). 
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Además de los compuestos mencionados también se detectó, aunque de forma 
cuantitativamente despreciable, un compuesto de m/z 345 que coeluye con 11βOH-AD en el 
minuto 4, probablemente se trate trazas del compuesto 11βOH-1,4-HBC; aunque basándose en 
la polaridad de los hidroxilados en posición 11β, se esperaría de fuese más apolar que el 
11αOH-1,4-HBC y por tanto eluyese más tarde que éste, quizás pudiese tratarse de 1,4-HBC 
hidroxilado en otra posición. 
 
A la vista de estos resultados se puede concluir que es factible la producción de 11βOH-ADD a 
partir de CHO con rendimientos cercanos al 31 %. 
 
b) Producción 11αOH–ADD a partir de fitosteroles 
 
Tal como se puede observar en las curvas de crecimiento de las cepas M. smegmatis Δ6039 
(pMVFAN) y M. smegmatis Δ6039 (pMV261) la expresión de los genes contenidos en el operón 
FAN parece afectar al crecimiento en las condiciones ensayadas y además lo que se observa 
es una mayor lisis en estas células a tiempo final (Fig. R2. 16). 
Figura R2.16 Curvas de crecimiento de M. smegmatis Δ6039 (pMV261) (línea azul) y M. smegmatis 
Δ6039 (pMVFAN) (línea roja) en las condiciones de biotransformación. 
 
La cepa M. smegmatis Δ6039 (pMVFAN) fue capaz de biotransformar FITO en 11βOH-ADD. 
Se aprecia el consumo de FITO a partir de las 24 h, siendo la conversión del mismo a tiempo 
final (96 h) (sustrato consumido respecto al sustrato inicial) de 70.9 ± 1.4 %; así como se 
aprecia también la producción creciente a partir de las 24 h de 11βOH-ADD hasta el tiempo 
final (96 h), con un rendimiento de producción respecto a FITO (producto 11βOH-ADD 
producido respecto al sustrato FITO consumido, φ11βOH-ADD/FITO) de 31.1 ± 5.5 % Fig. R2.17, Fig. 
R2.18 y Fig. R2.19).  
 
Es notable la aparición de otros subproductos, identificados mediante TLC (Fig. R2.18) y 
HPLC-DAD-MS (Fig. R2.19), siendo el más representado ADD (φADD/CHO= 62.0 ± 8.4 %) y en 
menor medida 11βOH-AD (φ11βOH-AD/CHO= 4.3 ± 81.3 %) (Fig. R2.17 y Fig. R2.18).  
 
La cepa control M. smegmatis Δ6039 (pMV261) no tiene la capacidad de producir 11αOH-ADD 
(Fig. R1.15),pero si que se observó biotransformación de FITO en ADD, donde la conversión 
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fue de 67.5 ± 0.3 % y el rendimiento del producto ADD producido con respecto al sustrato FITO 
consumido fue de φADD/FITO= 95.7 ± 0.9 %; observándose también una cantidad no significativa 
de 1,4-HBC, despreciable por encontrarse en una proporción menor al 1 %.  
Figura R2.17 Seguimiento de la biotransformación de FITO en cultivos en de M. smegmatis Δ6039 
(pMVFAN). Consumo de FITO y producción de 11βOH-ADD y subproductos relevantes. 
Figura R2.18 Análisis mediante TLC de la biotransformación en cultivos en crecimiento de FITO  de 
M. smegmatis Δ6039 (pMVFAN) a distintos tiempos (0 a 96 h). 
 
El sumatorio de los rendimientos es de 98.7 ± 0.19 %, por lo que no se cierra balance 
totalmente; así mismo la suma de las concentraciones molares de los productos es similar a la 
concentración molar empleada como sustrato, pero levemente menor. La explicación más 
plausible es, como ya se ha explicado anteriormente, por errores de cuantificación debido a las 
dificultades propias del trabajo con fitosteroles y la cuantificación de los mismos debido a que 
se trata de una mezcla de esteroles (por lo tanto la concentración molar es una estimación 
basada en el peso molecular de sus componentes y de la proporción de los mismos) y bajísima 
solubilidad, aunque no hay que descartar la existencia de subproductos que no se estén 
considerando al no ser detectados con los métodos cromatográficos empleados. 
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Al igual que en las biotransformaciones realizadas anteriormente y, al contrario de lo que 
ocurre con la biotransformación empleando como sustrato CHO, la conversión de FITO no fue 
total a tiempos finales (96 h) (Fig. R2.17, Fig. R2.18 y Fig. R2.19); la producción del producto 
de interés parece ser creciente aun, sin haber llegado a un máximo; por lo que quizás sería 
adecuado extender el tiempo del ensayo para conseguir mejores valores de conversión de los 
fitosteroles, así como mejores rendimientos.  
 
Figura R2.19 Análisis mediante HPLC-DAD-MS de la biotransformación de FITO en cultivo en 
crecimiento de M. smagmatis Δ6039 (pMVFAN). Cromatograma de HPLC registrado en DAD (50-600 
nm) (línea verde oscuro) y espectros de masas obtenidos de los iones de m/z entre 150-400 (full scan) 
(linea azul) y de los iones característicos –indicados en cada caso- de los compuestos significativos 
(líneas negras). 
 
Al igual que ha ocurrido en la biotransformación llevada a cabo por la la cepa M. smegmatis 
Δ6039 (pMVFUN),  lo que parece estar ocurriendo es que no se está biotransformado en 11β-
hidroxilado de forma suficientemente eficiente el ADD, por lo que sería interesante encontrar 
unas condiciones de producción más adecuadas para la biotransformación. 
 
Además de los compuestos mencionados previamente, también son detectados mediante 
HLPC-DAD-MS, 1,4-HBC y el compuesto no identificado cuya m/z es 345 ya comentado, que 
probablemente sea 11βOH-1,4-HBC. Como ocurría en los experimentos anteriores, estos 
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compuestos aparecen en una proporción baja para su cuantificación (<1 %) (Fig. R2.18 y Fig. 
R2.19 
 
No se observa acumulación de otros subproductos o intermediarios diferentes a los descritos 
anteriormente.  
 
A la vista de los resultados anteriores puede concluirse que es factible la obtención 11βOH-
ADD a partir de fitosteroles con rendimientos cercanos al 31 %.  
 
2.4.3.2.2. Producción de 11βOH–AD en M. smegmatis Δ6039 Δ5941 
 
Tal como se ha comentado en la Introducción y ampliamente en la Sección 1.2.2.3.2. del 
Apartado 1 de Resultados, se empleó la cepa M. smegmatis Δ6039 Δ5941, capaz de acumular 
AD a partir de CHO y FITO. 
 
En los experimentos se empleó M. smegmatis Δ6039Δ5941 (pMVFAN) para obtener 11βOH–
AD a partir de materias primas de bajo coste como CHO o FITO ya que, una vez obtenido el 
compuesto AD, fue posible realizar la hidroxilación en la posición 11β del mismo, debido a las 
proteínas producidas mediante la expresión de los genes contenidos en el operón FAN. 
 
a) Producción 11βOH–AD a partir de colesterol 
 
La figura R2.20 muestra la curva de crecimiento de las cepas M. smegmatis Δ6039Δ5941 
(pMVFAN) y M. smegmatis Δ6039Δ5941 (pMV261) donde se observa que la expresión de los 
genes contenidos en el operón FAN afecta al crecimiento en las condiciones ensayadas. 
Figura R2.20 Curvas de crecimiento de M. smegmatis Δ6039Δ5941 (pMV261) (línea azul) y M. 
smegmatis Δ6039 (pMVFAN) (línea roja) en las condiciones de biotransformación. 
 
La cepa M. smegmatis Δ6039Δ5941 (pMVFAN) fue capaz de biotransformar CHO en 11βOH-
AD. Se aprecia el consumo de CHO a partir de las 24 h, siendo la conversión del mismo a 
tiempo final (96 h) (sustrato consumido respecto al sustrato inicial) de 99.8 ± 0.3 %; así como 
se aprecia también la producción creciente a partir de las 24 h 11βOH-AD hasta el tiempo final 
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(96 h), con un rendimiento de producción respecto a CHO (producto 11βOH-AD producido 
respecto al sustrato CHO consumido, φ11βOH-AD/CHO) de 61.4 ± 1.2 % (Fig. R2.21.A, Fig. R2.22 y 
Fig. R2.23).  
 
Es notable la aparición de otros subproductos, identificados mediante TLC (Fig. R2.22) y 
HPLC-DAD-MS (Fig. R2.23) como AD (φAD/CHO= 28.2 ± 1.0 %), 4-HBC (φ4-HBC/CHO= 4.5 ± 0.6 %) 
y 11βOH-ADD (φ11βOH-ADD/CHO= 5.9 ± 0.4 %) (Fig. R2.21.B).  
 
La cepa control M. smegmatis Δ6039 (pMV261) no tiene la capacidad de producir 11βOH-AD 
(Fig. R1.20A),pero si que se observó biotransformación de CHO en AD, donde la conversión 
fue de 99.1 ± 0.2 % y el rendimiento del producto AD producido con respecto al sustrato CHO 
consumido fue de φAD/CHO= 76.7 ± 3.7  %; observándose también una cantidad significativa de 
4-HBC (φ4-HBC/CHO= 18.3 ± 2.9 %) y muy poco ADD (φADD/CHO= 4.9 ± 0.9 %). 
Figura R2.21 Seguimiento de la biotransformación de CHO en cultivos en crecimiento de M. 
smegmatis Δ6039Δ5941 (pMVFAN). A. Consumo de CHO y producción de 11βOH-AD. B. 
Producción de subproductos relevantes. 
 
A pesar de que la biotransformación se llevó a cabo durante 96 h, como puede observarse (Fig. 
R2.21), los mismos resultados habían sido alcanzados a las 72 h al igual que ocurría con la 
transformación homóloga llevada a cabo por la cepa M. smegmatis Δ6039 (pMVFAN) y las 
llevadas a cabo por las cepas M. smegmatis Δ6039 (pMVFUN) y M. smegmatis Δ6039Δ5941 
(pMVFUN); por lo que el tiempo de biotransformación puede reducirse en, al menos, 24 h. 
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Figura R2.22 Análisis mediante TLC de la biotransformación de CHO en cultivos en crecimiento de 
M. smegmatis Δ6039Δ5941 (pMVFAN) a diferentes tiempos. 
 
Resulta importante destacar que no han sido tenidos en cuenta en la cuantificación los 
compuestos no identificados mediante HPLC-DAD-MS, no obstante se detallan más adelante 
aquellos compuestos identificados mediante HPLC-DAD-MS, identificados pero no relevantes 
en términos cuantitativos. 
Figura R2.23 Análisis mediante HPLC-DAD-MS de la biotransformación de CHO en 
cultivos en crecimiento de M. smagmatis Δ6039Δ5941 (pMVFAN). Cromatogramas HPLC 
registrados en DAD (50-600 nm) (línea verde oscuro) y espectros de masas obtenidos de los 
iones de m/z entre 150-400 (full scan) (línea negra). 
 
Cabe destacar la observación mediante HPLC-DAD-MS de otros compuestos no identificados 
hasta el momento (Fig. R2.23).  
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El compuesto no identificado que eluye en el minuto 8.1 y cuya m/z es 347 probablemente sea 
11βOH-4-HBC, basándose en polaridad, m/z característico y el patrón de fragmentación del 
mismo. 
 
También se identifica otro compuesto de m/z 347 que coeluye a su vez con otro de m/z 303 en 
el minuto 5.0; el compuesto de m/z 347 probablemente sea 4-HBC hidroxilado en otra posición 
mientras que el compuesto de m/z 303 probablemente sea AD hidroxilado en otra posición.  
 
También se detecta en el minuto 6.2 un compuesto cuya m/z es 345, probablemente el 
compuesto 4-HBC hidroxilado en alguna posición diferente a 11β (ya que el 11βOH-4-HBC 
eluiría en el minuto 4); cabe destacar que el pico que se observa en PDA no corresponde 
únicamente a este compuesto sino que ya está presente en el tiempo inicial y sólo corresponde 
a este compuesto la diferencia de área de los mismos.  
 
Resulta relevante mencionar que ninguno de éstos compuestos identificados contribuye 
cuantitativamente en la biotransformación. 
 
A la vista de estos resultados se puede concluir que es factible la producción de 11βOH-AD a 
partir de CHO con rendimientos cercanos al 61 %. 
 
b) Producción 11βOH–AD a partir de fitosteroles 
 
Igual que se comprobó en el apartado anterior que la cepa M. smegmatis Δ6039 (pMVFAN) 
podía producir 11βOH-ADD, resultaba de especial interés comprobar la potencialidad de usar 
los fitosteroles como sustrato de partida en las biotransformaciones llevadas a cabo por la cepa 
M. smegmatis Δ6039Δ5941 (pMVFAN) para producir 11βOH-AD. 
 
Tal como se puede observar en las curvas de crecimiento de las cepas M. smegmatis 
Δ6039Δ5941 (pMVFAN) y M. smegmatis Δ6039Δ5941 (pMV261) la expresión de los genes 
contenidos en el operón FAN parece levemente afectar al crecimiento en las condiciones 
ensayadas y al igual que ocurría en los experimentos anteriores se observa una mayor lisis a 
tiempos finales (Fig. R2.24). 
Figura R2.24 Curvas de crecimiento de M. smegmatis Δ6039Δ5941 (pMV261) (línea azul) y M. 
smegmatis Δ6039Δ5941 (pMVFAN) (línea roja) en las condiciones de biotransformación. 
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La cepa M. smegmatis Δ6039Δ5941 (pMVFAN) fue capaz de biotransformar FITO en 11βOH-
AD. Se aprecia el consumo de FITO a partir de las 24 h, siendo la conversión del mismo a 
tiempo final (96 h) (sustrato consumido respecto al sustrato inicial) de 69.3 ± 2.9 %; así como 
se aprecia también la producción creciente a partir de las 48 h 11βOH-AD hasta el tiempo final 
(96 h), con un rendimiento de producción respecto a FITO (producto 11βOH-AD producido 
respecto al sustrato FITO consumido, φ11βOH-AD/FITO) de 65.1 ± 2.2 % Fig. R2.25, Fig. R2.26 y 
Fig. R2.27).  
Figura R2.25 Seguimiento de la biotransformación de FITO en cultivos en crecimiento de M. 
smegmatis Δ6039 (pMVFAN). A. Consumo de FITO y producción de 11βOH-ADD. B. Producción de 
subproductos relevantes. 
 
Es notable la aparición de otros subproductos, identificados mediante TLC (Fig. R2.26) y 
HPLC-DAD-MS (Fig. R2.27), siendo el más representado AD (φAD/CHO= 23.0 ± 2.5 %, 11βOH-
ADD (φ11βOH-ADD/CHO= 6.5 ± 2.0 %) y 4-HBC (φAD/CHO= 3.9 ± 0.1 %)  (Fig. R2.26 y Fig. R2.27).  
 
La cepa control M. smegmatis Δ6039 (pMV261) no tiene la capacidad de producir 11βOH-AD 
(Fig. R1.29), pero si que se observó biotransformación de FITO en AD, donde la conversión fue 
de 52.7 ± 12.9 % y el rendimiento del producto AD producido con respecto al sustrato FITO 
consumido fue de φADD/FITO= 77.6 ± 0.2 %; observándose también una cantidad significativa de 
4-HBC. 
 
El sumatorio de los rendimientos es de 98.4 ± 0.2 %, por lo que no se cierra balance 
totalmente; así mismo la suma de las concentraciones molares de los productos es similar a la 
concentración molar empleada como sustrato, pero menor. Tal como se ha explicado en cada 
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ocasión, podría deberse a errores de cuantificación debido a las dificultades propias del trabajo 
con fitosteroles y la cuantificación de los mismos debido a que se trata de una mezcla de 
esteroles (por lo tanto la concentración molar es una estimación basada en el peso molecular 
de sus componentes y de la proporción de los mismos) y bajísima solubilidad; aunque no hay 
que descartar la existencia de subproductos que no se estén considerando al no ser 
detectados con los métodos cromatográficos empleados. 
 
Al contrario de lo que ocurre con la biotransformación empleando como sustrato CHO, pero al 
igual que ocurre con la biotransformación empleando como sustrato FITO con la cepa M. 
smegmatis Δ6039 (pMVFAN), la conversión de FITO no fue total a tiempos finales (96 h) (Fig. 
R2.25, Fig. R2.26 y Fig. R2.27); la producción del producto de interés parece ser creciente aun, 
sin haber llegado a un máximo; por lo que quizás sería adecuado extender el tiempo del 
ensayo para conseguir mejores valores de conversión de los fitosteroles, así como mejores 
rendimientos.  
Figura R2.26 Análisis mediante TLC de la biotransformación de FITO en cultivos en crecimiento de 
M. smegmatis Δ6039Δ5941 (pMVFAN) a distintos tiempos (0 a 96 h). 
 
Además de los compuestos mencionados previamente en ese apartado, también son 
detectados mediante HLPC-DAD-MS los compuestos ya identificados en el ensayo homólogo 
empleando CHO como sustrato; hallándose los compuestos de m/z 347 que eluyen en el 
minuto 5 y 8.1.  
 
No se observa acumulación de otros subproductos o intermediarios diferentes a los descritos 
anteriormente. 
 
Teniendo en cuenta los resultados anteriores puede concluirse que es factible la obtención 
11βOH-AD a partir de fitosteroles con rendimientos cercanos al 65 %.  
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Figura R2.27 Análisis mediante HPLC-DAD-MS de la biotransformación de FITO  en cultivos en 
crecimiento de M. smagmatis Δ6039Δ5941 (pMVFAN) a tiempo final. Cromatograma HPLC 
registrado en DAD (50-600 nm) (línea verde oscuro) y espectros de masas obtenidos de los iones de m/z 
entre 150-400 (full scan) (linea azul) y de los iones característicos –indicados en cada caso- de los 
compuestos significativos (líneas negras). 
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Tal como se ha detallado en la Introducción (Sección 2.4), actualmente la producción de 
esteroides hidroxilados mediante biotransformación se lleva a cabo utilizando distinto tipo de 
microorganismos, fundamentalmente diferentes hongos. En el caso concreto de la 11α-
hidroxilación se utilizan A. nigricans o R. oryzae y para la 11β-hidroxilación C. lunatus. Aunque 
estas biotransformaciones son bastante eficientes, ahora sabemos tanto por lo que ya se 
conocía, como por los resultados de los experimentos realizados en esta Tesis (Resultados, 
Apartado 1, Sección 1;  Resultados, Apartado 2, Sección 1), que en dichas 
biotransformaciones, además del producto de interés se producen en alta proporción otros 
subproductos. Teniendo en cuenta la relevancia de este problema, resulta sorprendente el 
hecho de que existan muy pocos trabajos para la mejora genética de estos biocatalizadores. 
Una de las razones que explica esta carencia de trabajos de mejora es que solo en unos pocos 
casos se conoce el sistema enzimático responsable de estos procesos. Este es el caso del 
sistema de 11α-hidroxilación CYP509C12-RoCPR1 de R. oryzae (Petric et al., 2010). Sin 
embargo en otros, como es el caso de C. lunatus que nos ocupa en esta Tesis, no se conocía 
el sistema de 11β-hidroxilación. 
 
Teniendo en consideración la dificultad y la utilidad de producir esteroides 11-hidroxilados sin la 
aparición de subproductos que hacen descender los rendimientos de producción y dificultan la 
recuperación del producto, en esta Tesis nos propusimos explorar la posibilidad de transferir 
los sistemas responsables de este tipo de hidroxilación a hospedadores heterólogos 
bioquímicamente más limpios en el sentido de que no puedan llevar a cabo modificaciones 
indeseadas del esteroide durante el proceso de biotransformación. 
 
1. PRODUCCIÓN DE ESTEROIDES 11α–HIDROXILADOS 
 
1.1. PRODUCCIÓN DE 11αOH-ADD Y 11αOH-AD A PARTIR DE ESTEROLES EN UN SOLO 
PASO. 
 
Como ya se ha comentado en la Introducción, existen bacterias mutantes en algunos genes de 
la ruta de degradación de esteroles capaces de acumular sintonas esteroídicas de interés 
industrial como el AD o el ADD. 
 
Una de estas bacterias es el mutante M. smegmatis Δ6039, una cepa generada por deleción 
del gen MSMEG_6039 (kshB), capaz de llevar a cabo la degradación parcial de colesterol -o 
fitosteroles- hasta la producción de ADD, ya que no puede continuar la ruta de degradación 
debido a que la deleción de este gen elimina la actividad hidroxilasa en posición C9 necesaria 
para producir 9OH-ADD o 9OH-AD (ES P201430272,  WO2015128534A1; Galán et al., artículo 
en preparación).  
 
Por otro lado, la cepa doble mutante M. smegmatis Δ6039Δ5941 generada por deleción de los 
genes MSMEG_6039 (kshB) y MSMEG_5941 (kstD1), es capaz de llevar a cabo la 
degradación parcial de colesterol -o fitosteroles- hasta la producción de AD, ya que la deleción 
del gen kstD1 no le permite transformar el AD en ADD y la delección del gen kshB no le 
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permite producir 9OH-AD a partir de AD (ES P201430272;  WO2015128534A1; Galán et al., 
artículo en preparación). 
 
Tal como se ha comentado al principio de este apartado, ya se conocía el sistema 
CYP509C12-RoCPR1 responsable de la actividad 11α-hidroxilasa en R. oryzae (Petric et al., 
2010; EP2308983; WO2011042143A1). 
 
Con todas estas premisas se planteó una hipótesis de trabajo que asumía que transfiriendo 
este sistema de hidroxilación del hongo a las cepas mutantes M. smegmatis Δ6039 (productora 
de ADD) y M. smegmatis Δ6039Δ5941 (productora de AD) se podría desviar la ruta de 
degradación de los esteroles para producir directamente en cultivo 11αOH-ADD y 11αOH-AD, 
respectivamente. 
 
Aunque ya se había realizado antes el clonaje del sistema de hidroxilación de R oryzae en 
levaduras (Petric et al., 2010) no era evidente que el sistema de hidroxilación del hongo 
pudiese funcionar en un organismo procariota. Incluso en caso de que lo hiciese, era poco 
probable que se pudieran producir actividades y rendimientos más altos que en un sistema 
eucariota como la levadura. Más aún era difícil que pudiese encajar el sistema CYP-CPR en la 
ruta de degradación bacteriana de los esteroles, ya que se podrían producir muchas 
interferencias en la ruta -en forma de intermediarios no deseados- que ocasionaran su bloqueo. 
 
A pesar de todos estos posibles inconvenientes, en este trabajo se ha conseguido demostrar 
que el sistema CYP-CPR de R. oryzae es funcional in vivo en M. smegmatis permitiendo 
producir derivados hidroxilados esteroideos como 11αOH-ADD y 11αOH-AD a partir de 
materias primas de bajo coste como colesterol y fitosteroles. 
 
Para conseguir acoplar en la bacteria la expresión del citocromo y la proteína citocromo-
reductasa del sistema de hidroxilación de R. oryzae se ha construido un operón sintético al que 
hemos denominado FUN (RoCPR1-CYP509C12). Aunque el sistema funciona se ha observado 
que la expresión del operón FUN afecta el crecimiento de la célula en las condiciones de 
biotransformación. Las cepas M. smegmatis Δ6039 (pMVFUN) y M. smegmatis Δ6039Δ5941 
(pMVFUN) presentan una tasa de crecimiento menor con respecto a las cepas control sin el 
operón pero con el plásmido vacío (Apartado 1 de Resultados, Secciones 1.2.2.3.1 y 1.2.2.3.2). 
En cualquier caso estas cepas recombinantes llegan a alcanzar densidades ópticas muy 
semejantes a las del control pero con mucho retraso. Cabe destacar que el efecto negativo 
sobre el crecimiento disminuye hasta casi desaparecer cuando se suprime el ALA (ácido δ-
aminolevulínico, precursor de grupo hemo) en el medio de cultivo. Esta observación sugiere 
que el operón FUN resulta tóxico cuando se expresa y el citocromo se carga de grupo hemo 
correctamente, es decir cuando es funcional. 
 
Esta toxicidad podría deberse: i) a la hiperproducción de la proteínas en sí mismas, aunque 
esto no parece muy probable, ya que todo indica que aun expresando las proteínas cuando el 
citocromo no es funcional por la carencia de hemo (sin adición de ALA), no resulta tóxico; ii) a 
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la acumulación de los productos hidroxilados que se forman en la biotransformación; iii) a la 
producción de especies reactivas de oxígeno por acción del sistema redox acoplado a la 
citocromo reductasa; iv) a un desequilibrio del sistema redox por consumo excesivo de agentes 
reductores.  
 
Es importante destacar también que la cepa productora de 11αOH-AD, M. smegmatis 
Δ6039Δ5941 (pMVFUN), presenta mayor afectación en el crecimiento, lo que podría 
relacionarse con una mayor producción de 11αOH-AD -frente a la producción de 11αOH-ADD 
por la cepa M. smegmatis Δ6039 (pMVFUN)-, y por lo tanto por un mayor estrés metabólico, 
aun en ausencia de ALA, como se detallará más adelante. De todas formas no se puede 
descartar que el 11αOH-AD sea más tóxico que el 11αOH-ADD. Tampoco se puede descartar 
que el mutante productor de ADD sea menos sensible a los cambios redox, ya que tiene una 
enzima redox funcional más (KstD1) con respecto al mutante productor de AD. 
 
Resulta de interés destacar comparativamente las diferencias en producción, tanto del producto 
hidroxilado de interés, como de otros subproductos, en ambas cepas y en las condiciones 
ensayadas.  
 
De los datos de producción pueden extraerse varias conclusiones, una de ellas es que en las 
biotransformaciones realizadas por la cepa M. smegmatis Δ6039Δ5941 (pMVFUN) se obtiene 
un 8 % más de producto 11α-hidroxilado que en las llevadas a cabo por la cepa M. smegmatis 
Δ6039 (pMVFUN); además el rendimiento del producto  11α-hidroxilado con respecto a la 
biomasa en el caso de las biotransformaciones realizadas por la cepa M. smegmatis 
Δ6039Δ5941 (pMVFUN) productora de 11αOH-AD es del doble que en las biotransformaciones 
realizadas por la cepa M. smegmatis Δ6039 (pMVFUN) productora de 11αOH-ADD. Las 
razones que podrían explicar esta diferencia de rendimientos no son evidentes y pueden estar 
relacionadas tanto con el metabolismo del AD y ADD en estas cepas, como con la 
especificidad del citocromo sobre estos compuestos. También se puede concluir que el hecho 
de añadir sangre al cultivo como fuente de hemo en sustitución del precursor ALA no parece 
mejorar la producción del derivado hidroxilado. Sorprendentemente el hecho de eliminar el ALA 
no afecta a la producción de 11αOH-AD, pero si a la de 11αOH-ADD. Esto podría indicar que el 
AD es mejor sustrato que el ADD para el CYP509C12 y que por lo tanto se necesita un 
citocromo más activo (en mayor cantidad) para la hidroxilación del ADD. Esto se conseguiría 
gracias al suplemento en la producción del grupo hemo. Este fenómeno también se observó en 
la producción de 11αOH-AD y 11αOH-ADD a partir de sus precursores AD y ADD empleando 
C. glutamicum (pXKFUN). 
 
Parece evidente que el grupo hemo presente en la sangre adicionada al cultivo durante el 
proceso de producción no es capaz de sustituir completamente al ALA. Aunque en la 
producción de 11αOH-ADD se observa una mejora del 2 % de la hidroxilación con respecto al 
cultivo control sin ALA, para la correcta interpretación de los resultados debe considerase que 
la sangre aporta nutrientes que favorecen el crecimiento y por lo tanto aumentan la biomasa 
final obtenida –por lo que los cálculos de los rendimientos de producto con respecto a la 
Carmen Felpeto Santero 
162 
 
D
iscusión 
biomasa aparecen disminuidos- y alteran las condiciones fisiológicas de la célula durante la 
producción. Por lo tanto, aunque la mejora en producción sea sólo del 2 % es significativa y 
más notable cuando se tiene en cuenta la diferencia del rendimiento de producto con respecto 
a la biomasa, es de 5 mg/mg. Aun con ser positivos estos datos, teniendo en cuenta la 
complejidad de la sangre y la gran cantidad de productos que contiene, no se puede concluir 
que la mejora proceda del aporte del grupo hemo a menos que se pudiese realizar un ensayo 
con sangre desprovista de hemo. 
 
Aunque estas diferencias son pequeñas, teniendo en cuenta que la adición de ALA si 
representa una mejora –al menos en la producción de 11αOH-ADD- podría pensarse que la 
adición de sangre no produce el efecto deseado porque el grupo hemo no se transporta 
adecuadamente. Sin embargo, esta presunción parece poco probable según los estudios 
llevados a cabo por Tullius y colaboradores (2011) en los que se describen las proteínas de 
membrana y el hemóforo que capacitan a M. tuberculosis para el uso del hemo libre y del hemo 
de la hemoglobina como fuente de hierro. Es cierto que en M. smegmatis no ha sido 
caracterizado hasta la fecha ningún sistema de transporte del grupo hemo libre o ruta 
alternativa, pero se asume que se trata de un sistema presente en micobacterias, ya que el 
mutante de deleción de M. smegmatis en la zona homologa a la región en la que se encuentran 
los genes Rv_0203 (hemóforo), Rv_0202c (MmpL11) y Rv_0206c (MmpL3) de M. tuberculosis 
pierde la capacidad de crecer en medio mínimo sin más aporte de hierro que el grupo hemo, 
siendo restaurada dicha capacidad al ser complementado en trans con los genes Rv_0203, 
Rv_0202c y Rv_0206c de M. tuberculosis (Tullius et al., 2011). Teniendo en cuenta esta 
observación podría pensarse que la sangre debería aportar el hemo equivalente al que aporta 
el ALA, y por tanto en estos momentos se desconoce el motivo por el cual el aporte de sangre 
no sea capaz de sustituir al ALA. 
 
Por otro lado resulta de especial relevancia comentar que la presencia del sistema de 
hidroxilación parece afectar la acumulación de los intermediarios 1,4-HBC y 4-HBC de la ruta 
de degradación de los esteroles. Se ha demostrado que, tanto empleando CHO como FITO 
como sustrato, la cantidad de los subproductos 1,4-HBC (en el caso de la producción de 
11αOH-ADD) y 4-HBC (en el caso de la producción de 11αOH-AD) observados en las cepas 
recombinantes M. smegmatis Δ6039 y M. smegmatis Δ6039Δ5941 portadoras del plásmido 
pXKFUN, son notablemente menores que en las cepas empleadas como control, i.e., M. 
smegmatis Δ6039 (pMV261) y M. smegmatis Δ6039Δ5941 (pMV261). 
 
Una explicación de este resultado podría ser que la menor presencia de estos compuestos sea 
debida a que dichos compuestos han sido hidroxilados en posición 11α en estas cepas. Si bien 
es cierto que esto ocurre y se hidroxilan, la suma de las cantidades de 11αOH-1,4-HBC y 1,4-
HBC (en el caso de la producción de 11αOH-ADD), como las de 11αOH-4-HBC y 4-HBC (en el 
caso de la producción de 11αOH-AD) son notablemente menores a las de 1,4-HBC y 4-HBC de 
las correspondientes cepas control.  
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Los subproductos 1,4-HBC y 4-HBC se generan como consecuencia de una ruta alternativa a 
partir de los intermediarios 22HOBCN-CoA y OBNC22-CoA (Fig. D1) (Xu et al., 2016). Para 
comprender por qué el flujo metabólico se desvía hacia la producción de estos compuestos y 
no sigue la ruta habitual de degradación de CHO, es preciso tener en cuenta que en las cepas 
mutantes M. smegmatis Δ6039 (pMVFUN) y M. smegmatis Δ6039Δ5941 (pMVFUN) se produce 
una acumulación de los productos intermedios ADD y AD, respectivamente. Esta acumulación 
de intermediarios podría causar una retroinhibición de las enzimas Ltp2, ChsH o ChsE. En este 
sentido lo más probable es que se inhiba la enzima Ltp2 (liasa), lo que impide la liberación del 
último propionil-CoA de la cadena lateral del esterol. El reciclaje del CoA utilizado en estas 
reacciones de degradación de la cadena lateral del esterol resulta de vital importancia para la 
célula, ya que la síntesis de CoA es energéticamente muy costosa. Esto unido a la más que 
posible inducción de tioesterasas inespecíficas (como las que catalizan la producción de 
OBNC20CA), explicaría que finalmente se liberen 4-HBC y 1,4-HBC, ya que de esta manera se 
libera el CoA. Cuando las cepas portan la ruta FUN, que transforma el AD en su derivado 11α-
hidroxilado podría disminuir el efecto de retroinhibición sobre Ltp2 y por tanto disminuir la 
formación de 4-HBC y 1,4-HBC. 
 
Tal como se ha comentado, los fitosteroles son el sustrato de más bajo coste empleado en la 
industria de esteroides, ya que en estos momentos por razones regulatorias no se contempla el 
uso del colesterol. En el presente trabajo también se han conseguido producir las sintonas 
11αOH-ADD y 11αOH-AD empleando FITO como sustrato. Es cierto que los rendimientos son 
menores que con CHO pero también es verdad que las condiciones de biotransformación de 
los FITO son más complejas que las del CHO por tratarse de una mezcla de sustratos más 
insolubles y porque no son todos ellos degradados con la misma eficacia por M. smegmatis. 
Las mejoras del metabolismo de degradación de fitosteroles en esta bacteria sin duda 
contribuirían a mejorar los rendimientos de producción de los compuestos hidroxilados a partir 
de este sustrato natural. 
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Figura D1 Ruta de producción de 11αOH-AD(D) desde CHO. Las flechas consecutivas indican un 
proceso multienzimático. Las aspas naranjas sobre las enzimas KstD y Ksh indican la eliminación de las 
mismas por deleción de los genes kstD1 (MSMEG_5941) y kshB (MSMEG_6039). Se marca en azul la 
ruta propuesta por la que se acumulan los intermediarios 4-HBC y 1,4-HBC. Se marca en rojo la ruta 
heteróloga FUN y sus productos. A. 11αOH-ADD. 
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 Figura D1 B. 11αOH-AD  
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1.2. OBTENCIÓN DE ESTEROIDES 11α-HIDROXILADOS DE INTERÉS FARMACOLÓGICO 
E INDUSTRIAL A PARTIR DE SUS PRECURSORES DIRECTOS 
 
La producción de sintonas 11α-hidroxiladas como el 11αOH-AD y 11αOH-ADD a partir de 
materias primas de bajo coste resulta de un gran interés para la industria esteroidea; sin 
embargo resulta también de gran interés obtener otros esteroides 11α-hidroxilados de uso 
farmacológico a partir de sus precursores directos.  
 
De acuerdo con los experimentos realizados de biotransformación que parten del sustrato que 
se quiere hidroxilar con las cepas M. smegmatis (pMVFUN) y M. smegmatis (pMV261) 
(Resultados, Apartado 1, Sección 1.2.2.4), se puede concluir que M. smegmatis no es un buen 
chasis para este tipo de biotransformaciones, ya que, aunque esta bacteria no es capaz de 
utilizar como fuente de carbono algunos de estos compuestos esteroideos como pregnanos, 
progestanos y androstanos, si es capaz de llevar a cabo modificaciones indeseadas sobre 
ellos, haciendo descender drásticamente los rendimientos del proceso de hidroxilación. De 
hecho, con estos recombinantes se obtienen peores resultados que cuando se emplea el 
hongo R. oryzae para llevar a cabo la hidroxilación. Es evidente que si se quiere mejorar 
Mycobacterium como chasis será necesario identificar y eliminar todas estas actividades 
secundarias, lo cual es factible pero probablemente será tedioso y complejo debido a la 
redundancia de actividades observada en este organismo (Uhía et al., 2012).  
 
Una vez descartado M. smegmatis como chasis, se decidió emplear C. glutamicum, ya que se 
trata de un microorganismo sin metabolismo endógeno de degradación de esteroides y con un 
gran potencial biotecnológico como chasis para la expresión de genes heterólogos útiles para 
la biotransformación de esteroides (Tesis Doctoral García-Fernández, 2015; García-Fernández 
et al., artículo en preparación). C. glutamicum (pXKFUN), es decir, el recombinante portador del 
operón FUN de R. oryzae, ha sido capaz de llevar a cabo la hidroxilación sobre todos los 
sustratos probados, i.e., progesterona (PROG), deoxicorticosterona (DOC), testosterona 
(TEST), deshidroepiandrosterona (DHEA), AD y ADD, aunque con diferente éxito. Realizando 
una comparativa de las conversiones de los sustratos empleados en este estudio (Fig. D2.A), 
se puede observar que existe mucha variabilidad. Es preciso destacar que estos ensayos 
fueron realizados con células en crecimiento y por lo tanto es probable que las diferencias en 
conversión se deban, al menos en gran medida, a las diferencias en los crecimientos, así como 
probablemente también se deban a la diferencias en el transporte de los esteroides empleados. 
 
Según se ha podido observar en los experimentos realizados, diferentes esteroides pueden 
afectar de diferente manera al crecimiento. Esto podría explicarse teniendo en cuenta la 
polaridad de los esteroides, ya que podrían afectar de manera diferente a la membrana de la 
bacteria. Es destacable la toxicidad debida a la presencia de DHEA. En principio la diferencia 
más notable de este compuesto con respecto al resto de los esteroides empleados es que se 
trata de un esterol, esto es, tiene un grupo alcohol en posición 3β, aunque se desconoce cómo 
podría afectar esto a la célula. 
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Figura D2 Conversiones (A) y rendimientos (B) de las biotransformaciones realizadas por  C. 
glutamicum (pXKFUN). 
 
De forma general, con todos los esteroides ensayados y como prueba de concepto, se ha 
conseguido demostrar que es posible emplear C. glutamicum como chasis para la expresión 
del operón FUN, sin embargo los valores de conversión aún son bajos.  
 
En este sentido es preciso recordar que el uso de codones no estaba optimizado para 
Corynebacterium y que además el RBS empleado en la construcción es adecuado para M. 
smegmatis, pero no así para C. glutamicum. Teniendo esto en consideración se podría explicar 
que exista una producción baja de las proteínas recombinantes (no se observan bandas 
mediante SDS-PAGE). Por este motivo resultarían lógicos los bajos valores de conversión y 
podría esperarse que actuando sobre la mejora de la expresión podrían lograse mejores 
resultados. 
 
En cualquier caso, con la intención de mejorar los valores de conversión, se llevaron a cabo 
experimentos con células en reposo en lugar de células en cultivo, empleándose por tanto 
cantidades de células mucho mayores. De esta manera se consiguieron unos valores de 
conversión cercanos al 100 % (Apartado 1 de Resultados, Sección 1.2.3.3). 
 
Realizando una comparación de los rendimientos de producto con respecto a los sustratos 
consumidos (Fig. D2.B) se puede observar que se mantienen estables en los diferentes 
esteroides, a excepción del DHEA, cuyo rendimiento es menor. 
 
Tal como ya se ha explicado en el Apartado 1 de Resultados, Sección 1.2.3.3 es posible que 
estos rendimientos estén infravalorados y sean sensiblemente mayores a los calculados debido 
al proceso de extracción. Los experimentos en los que se realizó una extracción del esteroide 
incluyendo una rotura mecánica de las células permitieron comprobar que parte del sustrato 
permanecía en el interior celular, así como una pequeña cantidad del producto, alterando los 
cálculos del rendimiento. En realidad se consumió menos PROG de la calculada, ya que 
estaba en el interior celular, pero se observa prácticamente la misma cantidad de producto, por 
lo que el rendimiento es mayor que el inicialmente calculado. 
 
Los rendimientos alcanzados, aun con esta corrección serían menores a los esperados, lo que 
se podría explicar por la aparición de subproductos. Los subproductos encontrados no se 
forman por la acción de ninguna actividad enzimática presente en C. glutamicum, sino que es 
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el propio CYP el que posee la capacidad de hidroxilar en varias posiciones (Petric et al., 2010) 
y además es capaz de convertir el grupo alcohol a grupo ceto, nada raro en citocromos.  
 
En los casos estudiados se observa producción de otros subproductos, además del 11α-
hidroxilado de interés, salvo en los casos de AD, ADD y en el caso de TEST, (donde sólo se 
observa la forma ceto del mismo, pero ningún producto hidroxilado). Si bien es cierto que 
podrían no observarse por defectos de identificación y/o separación en los métodos 
cromatográficos empleados, así como por encontrarse en muy baja concentración; es curioso 
que el AD y el ADD, junto con TEST, sean los únicos sustratos empleados que no tienen 
cadena lateral. 
 
En el caso de TEST solo han sido detectados el producto 11α-hidroxilado (al igual que ocurre 
con el AD y ADD, pero no con el resto de los sustratos ensayados) y la forma ceto del mismo. 
Sin embargo, teniendo en cuenta el método cromatográfico es posible que los compuestos 
dihidroxilados, así como las formas ceto de los mismos, hayan eluido con el frente 
cromatográfico. 
 
El que los citocromos hidroxilen esteroides regio y estéreo-específicamente dependiendo de la 
cadena lateral del sustrato es un hecho establecido hace tiempo (Jones, 1973); por lo que 
podría pensarse que, en el caso del CYP509C12, el hecho de no tener cadena lateral favorece 
de alguna manera la hidrixilación única en posición 11α. 
 
En el caso de PROG y DOC se observan los productos 11α-hidroxilados, pero también otro 
producto dihidroxilado. Como ya se ha mencionado en el Apartado 1 de Resultados, Sección 
1.2.3.3, teniendo en cuenta datos previos (Petric et al, 2010), es lógico pensar que se trate de 
los productos 6β,11α-dihidroxilado, siendo la primera vez que se describe la capacidad de 
obtener compuestos dihidroxilados empleando este sistema RoCPR1-CYP509C12. Es preciso 
matizar que no se detecta el producto 6β-hidroxilado (más polar que el producto 11α-
hidroxilado), por lo que además se puede deducir que se trata de una reacción secuencial.  
 
También se han identificado las formas ceto de los compuestos dihidroxilados, así como del 
11αOH-DOC; actividad común en los citocromos, pero nunca antes descrita en el sistema 
RoCPR1-CYP509C12. 
 
En el caso del DHEA sólo ha sido detectado el producto 11α-hidroxilado, sin embargo, ya en 
TLC, se diferencian 2 productos, por lo que también se puede afirmar que lleva a cabo 
hidroxilaciones en otras posiciones, ya sea un producto hidroxilado en otra posición o 
dihidroxilado. 
 
A la luz de los resultados obtenidos, y a pesar de encontrarse algunos subproductos no 
deseados, el procedimiento descrito con Corynebacterium presenta una mejora sustancial 
frente al empleo del hongo, ya que éste, además de presentar las mismas actividades múltiples 
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del citocromo en cuestión, posee otras actividades de modificación de esteroides capaces de 
actuar sobre el sustrato, el producto o sobre ambos. 
 
Como ya se ha explicado, el procedimiento descrito con Mycobacterium permite la producción 
de 11α-hidroxisintonas a partir de materias primas de bajo coste, como los fitosteroles; sin 
embargo transferir estas capacidades a otros hospedadores sin metabolismo endógeno de 
degradación de esteroides -como Corynebacterium- para evitar así la acumulación de 
subproductos, supondría un gran hito para la producción de esteroides. Sin duda, la mayor 
limitación se encuentra en transferir el sistema de transporte de esteroles, por lo que una 
aproximación factible, aunque tediosa, es eliminar las actividades enzimáticas que afectan a la 
modificación de productos o intermediarios. Aun con estas limitaciones, los rendimientos 
obtenidos son aceptables y demuestran por primera vez que es posible la producción directa 
de 11α-hidroxisintonas a partir de fitosteroles. 
 
Son muchas las cosas que se pueden y deben mejorar en el procedimiento pero sin duda 
constituye una ventaja sustancial el hecho de que la expresión en bacterias del sistema CYP-
CPR permita el empleo de múltiples técnicas para la mejora genética y enzimática mediante, 
por ejemplo, mutagénesis o evolución dirigida más difíciles de realizar en el hongo productor. 
 
Aunque el sistema CYP509C12-RoCPR1 de R. oryzae ya había sido expresado en lavaduras 
(Petric et al., 2010) nada se había descrito sobre su expresión en bacterias. En biotecnología, 
las bacterias son sistemas normalmente elegibles para la producción de proteínas y 
metabolitos por: i) permitir biotransformaciones más rápidas y económicas; ii) el amplio 
conocimiento sobre su cultivo; iii) las numerosas herramientas para su manipulación genética. 
Pero no es menos cierto que existe un amplio conocimiento sobre el crecimiento de levaduras, 
así como bastantes herramientas genéticas para su manipulación. En el caso de 
Saccharomyces cerevisiae es incluso posible expresar heterólogamente proteínas o rutas 
metabólicas empleando plásmidos. Por todo ello podría pensarse que transferir este sistema a 
bacterias no reporta ventajas, sin embargo deben tenerse en cuenta otras consideraciones. 
 
En el caso concreto de la producción de esteroides por biotransformación, los organismos 
empleados por excelencia son las actinobacterias (Donova y Egorova, 2012). Son muy pocos 
los estudios en los que se han empleado levaduras para la expresión heteróloga rutas 
(citocromos) para la biotransformación de esteroides, no así para otros usos como el estudio de 
degradación de xenobióticos (Dumas et al., 2006). Existen trabajos de gran relevancia en la 
biotransformación de esteroides empleando levaduras, como el realizado por Szczebara y 
colaboradores (2003), sin embargo como los propios autores indican, la expresión heteróloga 
de rutas para la biotransformación de esteroides resulta muy complicada por varios factores: i) 
la dificultad de equilibrar el flujo metabólico de las rutas heterólogas, ii) la formación inesperada 
de subproductos que bloquean la ruta, iii) la modificación de intermediarios por actividades no 
previstas de la levadura, iv) toxicidad de muchos de los esteroides (pregnanos, progestanos y 
androstanos) para este tipo de organismos.   
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Tal como destacan Dumas y colaboradores (2006), las levaduras constituyen un excelente 
sistema para el estudio de rutas eucariotas y resulta posible implementar rutas para la 
producción de esteroides de alto valor comercial. Sin embargo esto requeriría extensos 
estudios y por tanto, la limitación para la producción industrial de esteroides empleando 
levaduras, sería fundamentalmente económica. Además hay que tener en cuenta otras 
dificultades inherentes al sistema, y en este sentido, se sabe que las levaduras se adaptan con 
dificultad a los bioprocesos heterólogos de bioconversión (Wang et al., 2011). Más complicado 
resulta aun cuando hay que eliminar genes para evitar modificaciones indeseadas de los 
esteroides, lo que debilita a las levaduras y las hace inestables para su uso industrial.  
 
Una de las limitaciones más destacables en las levaduras es que no son capaces de 
transportar esteroles en aerobiosis (Dumas et al, 2006) y hay que tener en cuenta que los 
citocromos requieren oxígeno para su funcionamiento. Por eso para la modificación de 
esteroides no resulta muy útil y hay que recurrir a su síntesis de novo. Este es el caso de la 
solución aportada por Lecain y colaboradores (1996), que utiliza la ruta de biosíntesis del 
ergosterol y deriva dicha ruta hacia la formación de otros compuestos de interés (Duport et al.,  
1998), si bien parece que todo ello afecta algunos parámetros fisiológicos de la levadura.  
 
Otra limitación importante en la levadura es que, aunque se conoce muy bien su genoma, es 
muy difícil predecir las enzimas que podrían actuar modificando los esteroides y por lo tanto es 
difícil saber que enzima hay que eliminar (Dumas et al. 2006; Szczebara et al., 2003). Tampoco 
es posible predecir con certeza la ubicación de una proteína heteróloga de membrana en los 
distintos orgánulos subcelulares. Más aún es muy complicado saber cuál es la permeabilidad a 
los esteroides de estos orgánulos. Podría darse la paradoja de tener una enzima o una ruta 
enzimática activa dentro de un orgánulo al cual no pudiese acceder el esteroide. Por último 
está muy poco estudiado el papel y la regulación de los transportadores (tipo ABC) que 
transportarían los esteroides entre los distintos orgánulos (Dumas et al., 2006).  
 
Frente a estas ventajas y limitaciones del empleo de levaduras recombinantes para la 
biotransformación de esteroides, resulta interesante contraponer las ventajas de las bacterias. 
Según Wang y colaboradores (2011), las actinobacterias son plataformas excelentes para la 
biotransformación de esteroides debido a sus especiales características: i) poseen membranas 
celulares lipofílicas y han sufrido cambios adaptativos que les permiten la unión a sustratos 
hidrofóbicos como los esteroides; ii) algunas poseen sistemas de transporte activo para el 
transporte eficiente de esteroides al interior celular; iii) los esteroides no resultan tóxicos, 
probablemente debido a bombas de exclusión, lo que además supone una ventaja para la 
recuperación del producto final; iv) son resistentes a los surfactantes o emulsionantes 
empleados para el aumento de la biodisponibilidad de esteroides, de hecho algunas bacterias 
pertenecientes a los géneros Mycobacterium, Rhodococcus, Corynebacterium y Nocardia son 
capaces de excretar biosurfactantes (Perfumo et al., 2010). Sin embargo, su uso también 
incluye dificultades, ya que en general, las actinobacterias son un poco más difíciles de cultivar 
que otras bacterias y no se dispone de tantas herramientas para su manipulación genética. 
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2.  PRODUCCIÓN DE ESTEROIDES 11β–HIDROXILADOS 
 
Tal como se ha mencionado al principio de este apartado y en Introducción (Sección 2.4), para 
producir esteroides 11β-hidroxilados mediante biotransformaciones se ha empleado el hongo 
C. lunatus. Al inicio de esta Tesis Doctoral no se conocía la enzima o enzimas responsables de 
esta actividad, ni se conocía si las múltiples actividades modificadoras –ya sean de 
hidroxilación u otras- sobre los esteroides presentes en este hongo, se debían a un único 
citocromo o a varios. Sin embargo, el interés en localizar esta actividad 11β-hidroxilasa era 
claro por la industria esteroidea, ya que la forma 11β-hidroxilada de muchos corticoides es la 
forma bioactiva, con importantes propiedades farmacológicas, tal como se ha mencionado 
ampliamente en la Introducción. Por ello ya había habido algunos intentos para localizar esta 
enzima, como los trabajos realizados por Berne y colaboradores (2008) utilizando una 
estrategia basada en la expresión génica diferencial en células del hongo inducidas con 
esteroide y sin inducir, lo que constituye la aproximación más cercana al trabajo realizado en 
esta Tesis Doctoral; sin embargo, estos autores no pudieron identificar el gen ya que los genes 
identificados con mayor expresión después de la inducción no mostraban esta actividad. Otras 
estrategias basadas en métodos clásicos de aislamiento de proteínas fueron algo más 
fructíferos ya que consiguieron preparaciones de la fracción microsomal con actividad 11β-
hidroxilasa y consiguieron aislar un citocromo o una mezcla de citocromos con dicha actividad, 
así como su CPR acompañante (Zuidweg, 1968; Janig et al., 1992). Estos trabajos no tuvieron 
continuidad y tal como destaca Zuidweg (1968), las actividades hidroxilasa podrían ser debidas 
a un único citocromo o a varios ya que éstos serían muy semejantes y difícilmente separables 
mediante metodologías de purificación de proteínas convencionales. A pesar de no haber sido 
identificado el sistema CYP-CPR con actividad 11β-hidroxilasa en C. lunatus, gracias a los 
trabajos mencionados anteriormente, se sabía que era un citocromo cuyo peso molecular era 
aproximadamente 60 kDa.  
 
Aunque sin relación aparente también habían sido descritas dos CPRs en C. lunatus: CPR1 y 
CPR2 (Lah et al., 2008), pero se desconocía si alguna de ellas era el acompañante fisiológico 
del citocromo con actividad 11β-hidroxilasa. 
 
Por otro lado, recientemente había sido depositada en las bases de datos la secuenciación del 
genoma completo de una especie de C. lunatus (Gao et al., 2014), de interés no tanto por su 
implicación en la producción de esteroides sino por ser un importante patógeno de plantas 
(Camangi, 1989; Lakshmanan, 1993; Louis et al., 2014; Gao et al., 2014), así como un 
patógeno oportunista de humanos (MacMillan et al., 1987; Yau et al., 1994; Carter y 
Boudreaux, 2004; Cavanna et al., 2014) pero que también poseía actividad 11β-hidroxilasa de 
esteroides (Janig et al., 1992; Vitas et al., 1994). 
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2.1. IDENTIFICACIÓN DEL SISTEMA CYP-CPR RESPONSABLE DE LA ACTIVIDAD 11β-
HIDROXILASA EN C. lunatus  
A la vista de estos datos en el presente trabajo, mediante la combinación de análisis 
bioinformáticos con estudios de expresión génica, ha sido posible identificar el sistema CYP-
CPR con actividad 11β-hidroxilasa de esteroides en C. lunatus.  
 
Tal como se ha detallado en el Apartado 2 de resultados, Secciones 2.2.1 y 2.3.1, mediante un 
análisis bionformático seguido de un curado manual de los datos, se identificaron en el hongo 
secuenciado 92 CYPs putativos y 3 posibles CPRs. 
 
Es preciso destacar que hasta la fecha sólo habían sido descritas en C. lunatus dos CPRs: 
CPR1 (CPR64795) y CPR2 (CPR128465) (Lah et al., 2008; Lah et al., 2011), por lo que la 
tercera enzima, CPR59830 (CRP3), podría no ser activa o no tener actividad reductasa a pesar 
de tener la estructura característica de las mismas, si bien también podría tratarse de una CPR 
no descrita hasta la fecha. 
 
La mayoría de los hongos poseen una única CPR, sin embargo han sido varios los ejemplos 
descritos en los que hongos filamentosos poseen más de una (Kunic et al., 2001; Malonek et 
al., 2004). La teoría más aceptada es que los hongos filamentosos que poseen una amplia 
variedad de citocromos, poseen también más de una proteína citocromo-reductasa (Lah et 
al.,2008); siendo una de estas CPRs esencial y la/s otra/s relacionada/s con metabolismo 
secundario, ya esté relacionado con estrés biótico, detoxificación, etc (Malonek et al., 2004; 
Siewers et al., 2004). 
 
Tal como puede observarse en la Fig. D3.A, la CPR1 (CPR64795) posee un alto porcentaje de 
identidad con otras CPRs de hongos filamentosos (mayor del 70 % en todos los casos, con una 
cobertura del 97-100 %), por lo que podría afirmarse que se trata de proteínas ortólogas que 
probablemente deriven de una única CPR ancestral, como ya postularon Lah y colaboradores 
(2008). Con el tiempo han aparecido otras CPRs parálogas, como la CPR2 (CPR128465) (Lah 
et al., 2008) que pueden actuar como acompañantes de los citocromos con funciones 
concretas en situaciones especiales. Tras realizar una comparativa de la CPR3 (CPR59830) 
con todas aquellas proteínas fúngicas descritas en la base de datos NCBI con identidades 
entre 45-85 % (cobertura 98-100 %) (Fig. D3.B), teniendo en cuenta la identidad y que en todos 
los casos se trata de proteínas tipo CPR, se puede concluir que muy probablemente se trate 
también de una proteína paráloga. 
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Figura D3 A. Filograma de CPR1.  
 
 
 
 
 
 EMF09667.1 Sphaerulina musiva SO2202
 KJY00647.1 Zymoseptoria brevis
 XP 013426057.1 Aureobasidium namibiae CBS 147.97
 KEQ88142.1 Aureobasidium pullulans EXF-150
 KEQ60063.1 Aureobasidium melanogenum CBS 110374
 CEJ58013.1 Penicillium brasilianum
 XP 014535759.1 Penicillium digitatum Pd1
 XP 001392901.1 Aspergillus niger CBS 513.88
 GAQ41948.1 Aspergillus niger
 GAA83054.1 Aspergillus kawachii IFO 4308
 XP 658199.1 Aspergillus nidulans FGSC A4
 CEL05653.1 Aspergillus calidoustus
 XP 001821060.1 Aspergillus oryzae RIB40
 XP 001214242.1 Aspergillus terreus NIH2624
 KEY75941.1 Aspergillus fumigatus var. RP-2014
 XP 750985.1 Aspergillus fumigatus Af293
 XP 001258221.1 Aspergillus fischeri NRRL 181
 GAQ03059.1 Aspergillus lentulus
 GAO88203.1 Aspergillus udagawae
 XP 001268199.1 Aspergillus clavatus NRRL 1
 CRG86611.1 Talaromyces islandicus
 GAM37973.1 Talaromyces cellulolyticus
 XP 013325989.1 Rasamsonia emersonii CBS 393.64
 GAD97695.1 Byssochlamys spectabilis No. 5
 KIW11895.1 Exophiala spinifera
 KIW43983.1 Exophiala oligosperma
 XP 013321075.1 Exophiala xenobiotica
 KIV87279.1 Exophiala sideris
 XP 009153521.1 Exophiala dermatitidis NIH/UT8656
 KIW97819.1 Cladophialophora bantiana CBS 173.52
 XP 007740881.1 Cladophialophora psammophila CBS 110553
 KIY01751.1 Fonsecaea multimorphosa CBS 102226
 XP 008729697.1 Cladophialophora carrionii CBS 160.54
 XP 007760370.1 Cladophialophora yegresii CBS 114405
 KIW63728.1 Capronia semi-immersa
 KPI39042.1 Phialophora attae
 GAP86357.1 Rosellinia necatrix
 KUI68800.1 Valsa mali
 KUI55132.1 Valsa mali var. pyri
 BAM71038.1 Diaporthe amygdali
 XP 009218896.1 Gaeumannomyces graminis var. tritici R3-111a-1
 KLU81902.1 Magnaporthiopsis poae ATCC 64411
 XP 009849280.1 Neurospora tetrasperma FGSC 2508
 XP 007807687.1 Metarhizium acridum CQMa 102
 KFH44019.1 Acremonium chrysogenum ATCC 11550
 KKP02678.1 Trichoderma harzianum
 EHL01570.1 Glarea lozoyensis 74030
 KUJ06951.1 Phialocephala scopiformis
 XP 007288669.1 Marssonina brunnea f. sp. multigermtubi MB m1
 ESZ97734.1 Sclerotinia borealis F-4157
 XP 007587627.1 Neofusicoccum parvum UCRNP2
 KKY26869.1 Diplodia seriata
 XP 007776209.1 Coniosporium apollinis CBS 100218
 KIV99574.1 Verruconis gallopava
 BAG85333.1 Phaeosphaeria sp. L487
 XP 003837130.1 Leptosphaeria maculans JN3
 XP 001939523.1 Pyrenophora tritici-repentis Pt-1C-BFP
 CPR1 Cochliobolus lunatus
 KNG51729.1 Stemphylium lycopersici
 BAI52805.1 Alternaria brassicicola
0.1
 n3FJO Homo sapiens
0.1
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Figura D3 B. Filograma de CPR3 
 
 
 
 
0.1
 n3FJO Homo sapiens
 KNG44177.1 Stemphylium lycopersici
 CPR3 Cochliobolus lunatus
 EDU42326.1 Pyrenophora tritici-repentis Pt-1C-BFP
 XP 003840878.1 Leptosphaeria maculans JN3
 KJY01844.1 Zymoseptoria brevis
 EMF10518.1 Sphaerulina musiva SO2202
 KEQ89619.1 Aureobasidium pullulans EXF-150
 KEQ71076.1 Aureobasidium namibiae CBS 147.97
 KMK59380.1 Aspergillus fumigatus Z5
 KEY81404.1 Aspergillus fumigatus var. RP-2014
 EDP51476.1 Aspergillus fumigatus A1163
 GAQ09236.1 Aspergillus lentulus
 EAW18056.1 Aspergillus fischeri NRRL 181
 GAO82368.1 Aspergillus udagawae
 EAW12628.1 Aspergillus clavatus NRRL 1
 EYE94178.1 Aspergillus ruber CBS 135680
 CBF86443.1 Aspergillus nidulans FGSC A4
 CEL09881.1 Aspergillus calidoustus
 GAQ45453.1 Aspergillus niger
 GAT30498.1 Aspergillus luchuensis
 XP 001398301.2 Aspergillus niger CBS 513.88
 KGO68810.1 Penicillium italicum
 KGO56812.1 Penicillium expansum
 CDM29439.1 Penicillium roqueforti FM164
 EKV14655.1 Penicillium digitatum PHI26
 KXG49801.1 Penicillium griseofulvum
 BAE61963.1 Aspergillus oryzae RIB40
 KOC18347.1 Aspergillus flavus AF70
 KDE80783.1 Aspergillus oryzae 100-8
 EED51423.1 Aspergillus flavus NRRL3357
 KNG82827.1 Aspergillus nomius NRRL 13137
 KJK64319.1 Aspergillus parasiticus SU-1
 KFX45772.1 Talaromyces marneffei PM1
 EEA28917.1 Talaromyces marneffei ATCC 18224
 EED12993.1 Talaromyces stipitatus ATCC 10500
 CRG87115.1 Talaromyces islandicus
 KKA21962.1 Rasamsonia emersonii CBS 393.64
 GAD91920.1 Byssochlamys spectabilis No. 5
 EGE86136.1 Blastomyces dermatitidis ATCC 18188
 EQL30201.1 Blastomyces dermatitidis ATCC 26199
 EEQ77760.1 Blastomyces gilchristii SLH14081
 KLJ10534.1 Emmonsia parva UAMH 139
 EER36574.1 Histoplasma capsulatum H143
 KKZ67290.1 Emmonsia crescens UAMH 3008
 EEH33881.1 Paracoccidioides lutzii Pb01
 EGD92540.1 Trichophyton tonsurans CBS 112818
 KMQ46725.1 Trichophyton rubrum
 KMM67074.1 Coccidioides posadasii RMSCC 3488
 EFW23133.1 Coccidioides posadasii str. Silveira
 EER27298.1 Coccidioides posadasii C735 delta SOWgp
 KMU84712.1 Coccidioides immitis H538.4
 KMP03137.1 Coccidioides immitis RMSCC 2394
 EAS30585.3 Coccidioides immitis RS
0.1
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En cualquier caso, trabajar con tres posibles CPRs parecía una tarea abordable y se decidió 
estudiar las tres enzimas. La expresión diferencial permitió descartar a la CPR128465 (CPR2) 
como candidato, al no expresarse en ninguna de las condiciones estudiadas. También se ha 
comprobado que, tanto la CPR64795 (CPR1) como la CPR59830 (CPR3), no aumentaban su 
expresión. Teniendo en cuenta esta expresión diferencial y asumiendo que su tamaño sería 
semejante a 79 kDa (Janig et al., 1992) postulamos a la CPR64795 (CPR1), como el más 
probable acompañante fisiológico del citocromo. Según las teorías expuestas en los trabajos de 
Lah y colaboradores (2008 y 2011) la CPR1 estaría implicada en metabolismo primario, 
mientras que la CPR2 estaría implicada en detoxificación y pertenecería al metabolismo 
secundario. El hecho de que la CPR2 no se exprese en presencia del inductor, así como que 
no se observe un patrón de inducción en CPR3, parece contradecir esta afirmación, pero no es 
menos cierto que estas discusiones sobre el papel del metabolismo primario y secundario 
suelen ser en general bastante estériles. 
 
En lo que se refiere a los citocromos la hipótesis de trabajo que se planteó fue abordar la 
identificación diferencial de los citocromos inducidos por esteroides en el hongo mediante PCR 
cuantitativa, gen a gen. Abordar este trabajo con 112 citocromos parecía una tarea ardua, por 
ello se decidió acotar el número de citocromos a ensayar utilizando varias aproximaciones. La 
primera fue asumir que su tamaño sería 60 kDa, como se había predicho por su purificación 
(Janig et al., 1992), permitiendo descartar 20 CYPs. Por otra parte se asumió que podría tener 
cierta similitud con la 11α-hidroxilasa de A. ochraceus (US7033807). Sobre la base de estas 
premisas se eligieron inicialmente los 8 CYPs candidatos más probables para realizar la prueba 
de concepto. El problema de esta hipótesis es que como consecuencia de la presencia del 
esteroide inductor en el medio de cultivo se podrían activar muchos otros citocromos y por lo 
tanto habría que aislarlos y analizarlos uno por uno. La ventaja, sin embargo, es que siendo 
una aproximación laboriosa es una aproximación muy segura. 
 
Gracias al estudio de los perfiles de expresión de los 8 candidatos seleccionados (Apartado 2 
de resultados, Sección 2.2.3) se pudo identificar el CYP103168 como mejor candidato debido 
al aumento de su expresión génica en presencia de los esteroides sustratos de la 11β-
hidroxilación, sin existir aumento por una posible inducción general ante respuesta a estrés por 
presencia de esteroides que no eran sustratos. En los otros citocromos ensayados o bien no se 
observó expresión en presencia de los esteroides (CYP115117, CYP34615, CYP56034) o en 
los que se detectó expresión (CYP31052) no se pudo correlacionar con el patrón de expresión 
esperado. 
 
El CYP103168 no parece ser homólogo a ninguna de las 11-hidroxilasas descritas hasta la 
fecha, compartiendo una identidad del 28 % (cobertura del 96 %) con la 11α-hidroxilasa de A. 
ochraceus, 24 % (cobertura del 54 %) con la 11α-hidroxilasa de R. oryzae y 25 % (cobertura 
del 21 %) con la 11α-hidroxilasa humana. De estos datos se puede concluir que aunque 
comparten la misma función no se parece más de lo que se parecerían varios citocromos entre 
sí. Sin embargo es cierto que esta comparación no puede ser muy exhaustiva ya que son muy 
pocas las proteínas con actividad 11-hidroxilasa descritas.  
Carmen Felpeto Santero 
176 
 
D
iscusión 
 
Con el fin de encontrar otras proteínas homólogas con actividad 11-hidroxilasa se realizó una 
comparación con el resto de proteínas fúngicas -todas las proteínas descritas en la base de 
datos NCBI, excluyendo las redundantes- que permitió construir un filograma (Fig. D4). El clado 
principal (α), que contiene el CYP103168, muestra un total de 20 secuencias homólogas, 13 de 
los cuales pertenecen al género Bipolaris (anamorfo de Cochliobolus). En algunos casos varias 
proteínas homólogas han sido detectadas en una sola especie, como es el caso de las 4 
proteínas homólogas de Bipolaris zeicola 26-R-13. Esto implica un origen parálogo, más que 
una convergencia evolutiva, por lo que se realizó la comparación del CYP103168 de C. lunatus 
contra su CYPoma completo, siendo el citocromo CYP135200 el que posee una identidad 
mayor con el 45 % (cobertura del 65%), seguido del CYP51519 con una identidad del 29 % 
(cobertura del 48%), por lo que, aunque el CYP135200 se considera homólogo al CYP103168, 
no se puede concluir un origen parálogo. 
 
Una vez identificados los posibles candidatos, CYP y CRP, se procedió a aislar los genes 
codificantes mediante la clonación de los cDNAs correspondientes. Esta estrategia parecía 
más lógica que la síntesis directa, ya que a veces las anotaciones de los genomas presentan 
errores y se pueden sintetizar genes inactivos. De hecho es preciso destacar que tras la 
secuenciación del CYP candidato (CYP103168) y las CPRs candidatas (CPR64795 y 
CYP59830), se encontraron no solo diferencias puntuales con las proteínas anotadas, lo que 
podría ser debido a que la cepa empleada en este estudio (C. lunatus CECT2130) no es la 
misma que la secuenciada (C. lunatus m118) (Apartado 2 de Resultados, Sección 2.4.1), sino 
que también se detectó un intrón no anotado como tal. Este intrón no se debe a errores en la 
PCR o en la secuenciación y es muy poco probable que se deba a diferencias en el 
procesamiento entre las diferentes cepas. Es de destacar que de haberse empleado la 
secuencia depositada y no haberse detectado este error muy probablemente se hubiese 
obtenido un citocromo inactivo. 
 
2.1.1. Sistemas FAN y FIN (CPR-CYP) 
 
Para poder demostrar que los genes identificados eran funcionales existían dos posibilidades: i) 
hacer mutantes del hongo eliminando el gen identificado y comprobando la ausencia de la 
actividad hidroxilasa; ii) clonar y expresar los genes en un organismo heterólogo, en nuestro 
caso bacterias, para determinar su actividad, lo cual era una apuesta arriesgada dada la 
dificultad de este tipo de aproximaciones experimentales. 
 
En este trabajo no sólo se ha conseguido identificar el sistema CYP-CPR de C. lunatus 
responsable de llevar a cabo la 11β-hidroxilación de esteroides, sino que además se ha 
demostrado que este sistema puede ser funcional in vivo en actinobacterias empleando las 
construcciones adecuadas, permitiendo no solo obtener derivados esteroideos de interés 
farmacológico a partir de sus precursores, sino acoplándolos a rutas de degradación 
bacterianas para obtener sintonas de interés industrial como 11βOH-ADD y 11βOH-AD a partir 
de materias primas de bajo coste como CHO y FITO. 
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Figura D4 Filograma de CPR103168. 
 XP_014079228.1_Bipolaris_maydis_ATCC_48331
 XP_007700016.1_Bipolaris_sorokiniana_ND90Pr
 XP_007718112.1_Bipolaris_zeicola_26-R-13
 XP_014558276.1_Bipolaris_victoriae_FI3
 XP_007713428.1_Bipolaris_zeicola_26-R-13
 XP_007683391.1_Bipolaris_oryzae_ATCC_44560
 XP_014553581.1_Bipolaris_victoriae_FI3
 XP_001936495.1_Pyrenophora_tritici-repentis_Pt-1C-BFP
 XP_003302106.1_Pyrenophora_teres_f._teres_0-1
 XP_014550059.1_Bipolaris_victoriae_FI3
 XP_003836393.1_Leptosphaeria_maculans_JN3
 XP_001798029.1_Parastagonospora_nodorum_SN15
 XP_001942213.1_Pyrenophora_tritici-repentis_Pt-1C-BFP
 XP_007718196.1_Bipolaris_zeicola_26-R-13
 KNG50223.1_Stemphylium_lycopersici
 XP_007711019.1_Bipolaris_zeicola_26-R-13
 XP_014562324.1_Bipolaris_victoriae_FI3
 XP_008021456.1_Setosphaeria_turcica_Et28A
 XP_007685255.1_Bipolaris_oryzae_ATCC_44560
 XP_007700041.1_Bipolaris_sorokiniana_ND90Pr
 XP_014079262.1_Bipolaris_maydis_ATCC_48331
 XP_007713974.1_Bipolaris_zeicola_26-R-13
 XP_014074700.1_Bipolaris_maydis_ATCC_48331
 XP_007691215.1_Bipolaris_oryzae_ATCC_44560
 XP_014083576.1_Bipolaris_maydis_ATCC_48331
 CYP103168 Chocliobolus lunatus CECT2030
 XP_014557926.1_Bipolaris_victoriae_FI3
 XP_007718642.1_Bipolaris_zeicola_26-R-13
 EWZ86721.1_Fusarium_oxysporum_f._sp._lycopersici_MN25
 EXK49539.1_Fusarium_oxysporum_f._sp._melonis_26406
 EWZ52246.1_Fusarium_oxysporum_Fo47
 EWY92469.1_Fusarium_oxysporum_FOSC_3-a
 EMT61125.1_Fusarium_oxysporum_f._sp._cubense_race_4
 EXL40716.1_Fusarium_oxysporum_f._sp._radicis-lycopersici_26381
 EXM30782.1_Fusarium_oxysporum_f._sp._vasinfectum_25433
 EXA51513.1_Fusarium_oxysporum_f._sp._pisi_HDV247
 ENH61732.1_Fusarium_oxysporum_f._sp._cubense_race_1
 EGU83027.1_Fusarium_oxysporum_Fo5176
 CCT63078.1_Fusarium_fujikuroi_IMI_58289
 KLP13870.1_Fusarium_fujikuroi
 KLO81071.1_Fusarium_fujikuroi
 KLP00726.1_Fusarium_fujikuroi
 EWG36101.1_Fusarium_verticillioides_7600
 XP_011323091.1_Fusarium_graminearum_PH-1
 EYB21879.1_Fusarium_graminearum
 KIL84640.1_Fusarium_avenaceum
 XP_003043954.1_Nectria_haematococca_mpVI_77-13-4
 KPM45812.1_Neonectria_ditissima
 XP_007841758.1_Pestalotiopsis_fici_W106-1
 XP_007828051.1_Pestalotiopsis_fici_W106-1
 KEZ44988.1_Scedosporium_apiospermum
 XP_001219254.1_Chaetomium_globosum_CBS_148.51
 XP_003653790.1_Thielavia_terrestris_NRRL_8126
 XP_003665700.1_Myceliophthora_thermophila_ATCC_42464
 KXX73947.1_Madurella_mycetomatis
 XP_001904516.1_Podospora_anserina_S_mat+
 KJZ71848.1_Hirsutella_minnesotensis_3608
 EQL01142.1_Ophiocordyceps_sinensis_CO18
 KXH60706.1_Colletotrichum_salicis
 XP_007598042.1_Colletotrichum_fioriniae_PJ7
 KXH62545.1_Colletotrichum_nymphaeae_SA-01
 KXH31799.1_Colletotrichum_simmondsii
 CCF34187.1_Colletotrichum_higginsianum
 KDN65600.1_Colletotrichum_sublineola
 XP_008099940.1_Colletotrichum_graminicola_M1.001
 EQB54143.1_Colletotrichum_gloeosporioides_Cg-14
 XP_007275682.1_Colletotrichum_gloeosporioides_Nara_gc5
 ENH84221.1_Colletotrichum_orbiculare_MAFF_240422
 KXJ94825.1_Microdochium_bolleyi
 XP_007592820.1_Colletotrichum_fioriniae_PJ7
 KXH46850.1_Colletotrichum_simmondsii
 KXH26378.1_Colletotrichum_nymphaeae_SA-01
 XP_008094239.1_Colletotrichum_graminicola_M1.001
 KDN63334.1_Colletotrichum_sublineola
 CCF35728.1_Colletotrichum_higginsianum
 EQB46549.1_Colletotrichum_gloeosporioides_Cg-14
 ENH80021.1_Colletotrichum_orbiculare_MAFF_240422
 KFH48799.1_Acremonium_chrysogenum_ATCC_11550
 EXM16005.1_Fusarium_oxysporum_f._sp._vasinfectum_25433
 CCF36957.1_Colletotrichum_higginsianum
 KLU82766.1_Magnaporthiopsis_poae_ATCC_64411
 XP_009223288.1_Gaeumannomyces_graminis_var._tritici_R3-111a-1
 AAW69333.1_Magnaporthe_grisea
 XP_003714334.1_Magnaporthe_oryzae_70-15
 KUI73119.1_Valsa_mali
 KUI56015.1_Valsa_mali_var._pyri
 KKY33234.1_Diaporthe_ampelina
 KEZ41333.1_Scedosporium_apiospermum
 KFA68965.1_Stachybotrys_chlorohalonata_IBT_40285
 KFA78782.1_Stachybotrys_chartarum_IBT_40288
 KEY71255.1_Stachybotrys_chartarum_IBT_7711
 KFA70111.1_Stachybotrys_chlorohalonata_IBT_40285
 EQB50800.1_Colletotrichum_gloeosporioides_Cg-14
 XP_011394932.1_Neurospora_crassa_OR74A
 XP_008027919.1_Setosphaeria_turcica_Et28A
 KFX42007.1_Talaromyces_marneffei_PM1
 EIT73590.1_Aspergillus_oryzae_3.042
 BAE65635.1_Aspergillus_oryzae_RIB40
 KOC13888.1_Aspergillus_flavus_AF70
 XP_014560405.1_Bipolaris_victoriae_FI3
 XP_007685273.1_Bipolaris_oryzae_ATCC_44560
 NP_001021384.1_Homo_sapiens
0.40.4
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Para estudiar la expresión de los genes identificados se ha empleado la misma aproximación 
que se empleó en la construcción del operón FUN, a excepción de que en este caso, al tratarse 
de una clonación directa a partir de cDNA, el uso de codones no está optimizado para las 
bacterias. Tampoco se incluyó ningún aminoácido en posición N-terminal con la finalidad de 
aumentar la expresión, ya que en el dominio N-terminal se encuentra una región 
transmembrana y temíamos que cualquier modificación pudiera hacer inactiva a la proteína. 
Los bajos valores de bioconversión que de momento se han obtenido (Apartado 2 de 
resultados, Sección 2.4.2.2) se achacan a problemas de expresión por estos motivos. Además 
hay que destacar que el RBS es el más óptimo para M. smegmatis, pero no así para C. 
glutamicum, por lo que habría que optimizar más los genes para cada bacteria.  
 
Gracias a los experimentos realizados (Apartado 2 de resultados, Sección 2.4.2.2) se ha 
podido comprobar que el sistema CPR64795-CYP103168 (FAN) es muy probablemente el 
sistema empleado en C. lunatus, ya que se ha obtenido en la biotransformación llevada a cabo 
por C. glutamicum (pXKFAN) el mismo perfil de bioconversión de sustratos que en la 
biotransformación llevada a cabo por C. lunatus.  
 
Por otro lado también se ha podido comprobar que el sistema CPR59830-CYP103168 (FIN) 
era funcional en la bacteria, pero se producía un compuesto monohidroxilado no identificado 
(diferente al 11β-hidroxilado) no presente en la biotransformación llevada a cabo por el sistema 
FAN en C. glutamicum (pXKFAN) o en C. lunatus (Apartado 2 de resultados, Sección 2.4.2.2), 
lo que permitiría descartarlo, en principio, como su acompañante fisiológico. 
 
Tal como se detalla más adelante, el hecho de que el hongo posea varias CPRs podría tener 
una importancia fisiológica vital, ya que dotaría al hongo de la capacidad para modular las 
modificaciones a realizar sobre un sustrato concreto, lo que supondría una importante ventaja 
en cuestiones tan importantes como la síntesis de un compuesto específico en carencia del 
mismo o la modificación de un compuesto para facilitar su excreción, en labores de 
detoxificación.  
 
Nuestros datos permiten además concluir que CPR59830 (CPR3) es una proteína con 
actividad CPR por lo que C. lunatus posee tres CPRs funcionales: CPR64795 (CPR1) y 
CPR128465 (CPR2), identificadas previamente (Lah et al., 2008) y CPR59830 (CRP3), 
identificada por primera vez en esta Tesis Doctoral. 
 
Teniendo en cuenta las teorías sobre el papel metabólico de las CPRs extraídas de los trabajos 
de Lah y colaboradores (2008 y 2011), descritas sucintamente en esta Discusión, se puede 
deducir que la biotransformación de esteroides pertenece al metabolismo primario del hongo, lo 
cual no es de extrañar teniendo en cuenta que muchas de estas transformaciones se emplean 
para la síntesis del ergosterol u otros esteroides de la pared. La existencia de varias CPRs 
estaría relacionada con mecanismos de adaptación del hongo ya que éste no sólo es capaz de 
modular la expresión del citocromo en función de que exista o no esteroide en el medio, sino 
que sería capaz de modular la naturaleza del producto en la biotransformación de dicho 
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sustrato en función de la CPR acompañante; hecho previamente descrito en C. lunatus en 
relación con la detoxificación de compuestos xenobióticos (Lah et al., 2011). Este hecho resulta 
especialmente interesante ya que modular la acción del citocromo mediante la interacción con 
una u otra proteína citocromo-reductasa es cuanto menos remarcable. 
 
Como ya se ha explicado en la Introducción, el citocromo (CYP) requiere de una enzima 
acompañante redox- la proteína citocromo-reductasa o CPR- para que le transfiera los 
electrones, que a su vez ésta obtiene del NAD(P)H. Para que esto suceda es preciso que 
exista una interacción física entre el CYP y su CPR, produciéndose una unión electrostática 
entre residuos básicos del CYP y residuos ácidos cargados negativamente de la región N-
terminal (dominio de unión a FMN) de la CPR, ambas regiones conservadas (Paine et al, 
2005). Para posibilitar la transferencia electrónica se requiere que el dominio de unión a FMN 
de la CPR esté en conformación abierta y por tanto, exponiendo estos residuos ácidos 
cargados negativamente para que pueda darse la interacción con el CYP; no obstante debe 
existir un equilibrio entre conformación abierta y cerrada, produciéndose cambios 
conformacionales durante el ciclo catalítico que lo modifican a conformación abierta (Aigrain et 
al., 2009; Ellis et al., 2009; Hamdane et al., 2009).  
 
Como se ha explicado, los cambios conformacionales que posibilitan la interacción así como 
los residuos pertenecientes a la zona de interacción resultan de vital importancia para que se 
lleve a cabo la misma; la eliminación o cambios en los residuos cargados negativamente del 
dominio de unión a FMN de la CPR pueden alterar el modo de interacción entre CYP y CPR 
(Jang et al., 2010), como ocurre con la interacción de la CPR1 y CPR2 con el CYP53A15 de C. 
lunatus (Lah et al., 2011). 
 
Resulta razonable pensar que lo mismo pueda ocurrir con la interacción entre el CYP103168 y 
la CPR64795 (CPR1) o la CPR59830 (CPR3). Tal como puede observarse en la Fig. D5, los 
residuos ácidos conservados están presentes en la CPR64795 (lo que permitiría una entrada 
flexible al sitio activo del CYP (Lah et al., 2011)) pero no así en CPR128465 (CPR2) o 
CPR59830 (CPR3), donde la carga parcial neta es menos negativa, lo que puede alterar el 
modo de interacción entre el CYP y la CPR.  
Figura D5 Alineamiento de la parte de interacción con el CYP de los dominios de unión a FMN de 
las CPR64795 (CPR1), CPR128465 (CPR2) y CPR59830 (CPR3). Se marcan los residuos no polares 
(amarillo), polares no cargados (verde), polares ácidos cargados negativamente (rosa) y polares básicos 
cargados positivamente (azul). Se marcan con flechas las posiciones conservadas.  
 
Así, los dominios de unión a FMN -los residuos ácidos conservados que interaccionan con 
residuos básicos del CYP- pueden modular el movimiento del grupo hemo del CYP mediante 
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su unión con el mismo, ya que la transferencia electrónica puede ser diferente, dando lugar tras 
la catálisis a la aparición de productos diferentes a partir del mismo sustrato (Lah et al., 2011). 
 
En el presente trabajo se han analizado las biotransformaciones de deosixicorticosterona 
(DOC) y cortexolona (RSS), por ser sus productos 11β-hidroxilados (corticosterona, CORT e 
hidrocortisona, HC; respectivamente) de gran interés farmacológico; así como la 
biotransformación de AD, por ser su producto 11β-hidroxilado una sintona de gran interés 
industrial. Respecto a estas biotransformaciones llevadas a cabo por la cepa C. glutamicum 
(pXKFAN) (que porta el CYP103168 con su acompañante redox fisiológico más probable, 
CPR64795 (CPR1)), es preciso matizar que los productos 11β-hidroxilados aparecían 
acompañados de otros subproductos, también monohidroxilados, en mayor o menor proporción 
relativa dependiendo del sustrato de partida. 
 
Previamente habían sido descritos, tanto en las biotransformaciones llevadas a cabo por el 
hongo C. lunatus (Undisz, 1992; Vitas et al., 1994; Paraszkiewicz y Długonski, 1998) como en 
ensayos in vitro con fracciones microsomales purificadas o semipurificadas con actividad 11β-
hidroxilasa (Zuidweg, 1968; Janig et al., 1992) otros subproductos monohidroxilados y 
dihidroxilados. Teniendo en cuenta estos datos y los resultados del presente trabajo se puede 
afirmar que el citocromo con actividad 11β-hidroxilasa es capaz de llevar a cabo también 
hidroxilaciones en otras posiciones.  
 
Con anterioridad a nuestros estudios, no se podía afirmar que un único citocromo fuese capaz 
de llevar a cabo las hidroxilaciones sobre varias posiciones y, aunque esta hipótesis pareciese 
probable, se necesitaba una conformación experimental directa, lograda en este trabajo con la 
identificación del citocromo con actividad 11β-hidroxilasa. La hidroxilación múltiple por un 
mismo citocromo parece adecuarse a la teoría de Jones sobre la hidroxilación de esteroides 
(Jones, 1973) donde se asume que las hidroxilasas de esteroides tienen tres dominios de unión 
con un doble papel, en la unión del sustrato y en la hidroxilación del mismo. El ajuste del 
sustrato al sitio activo de la enzima determina la estéreo-especificidad de ésta, que depende en 
gran medida de la estructura de la molécula. Así el número de productos monohidroxilados y 
las posiciones de inserción del grupo hidroxilo depende de la geometría de la molécula 
esteroidea y generalmente ocurre en las 4 posiciones posibles (normal, inversa, normal 
invertida e inversa invertida). Esta teoría fue experimentalmente confirmada años más tarde por 
Hunter y colaboradores (2006, 2007, 2008 y 2011) mediante el estudio de esteroide-
hidroxilasas fúngicas demostrando que es posible que los esteroides puedan unirse en las 4 
posiciones posibles, aunque no lo hacen con la misma afinidad por cada una de ellas. Como se 
observa en los resultados mostrados en este trabajo (Apartado 2 de Resultados, Sección 
2.4.2.2), esto probablemente ocurra con el CYP103168 de C. lunatus con actividad 11β-
hidroxilasa; es decir, hidroxila preferentemente la posición 11β, pero también es capaz de 
hidroxilar otras posiciones.  
 
Con la ayuda del Dr. D. Fco. Javier Medrano (CIB-CSIC) se ha realizado una predicción 
tridimensional de la estructura de la proteína CYP103168 con objeto de intentar comprender el 
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funcionamiento de este citocromo. El modelo se ha fundamentado en su comparación con la 
estructura tridimensional del citocromo 14α-lanosterol desmetilasa de Saccharomyces 
cerevisiae (Monk et al., 2013). Si bien ambas proteínas difieren mucho en su secuencia son 
muy semejantes en estructura secundaria, permitiendo realizar el modelo. Como puede 
observarse en la Fig. D6, existe un paso de hélice transmembrana (Fig. D6.B) que mantiene al 
citocromo anclado a la misma y que es bastante diferente en ambas proteínas, motivo por el 
cual no aparece correctamente modelado en el CYP103168 (Fig. D6.A). Tal como Monk y 
colaboradores (2013) apuntan, la entrada al sitio activo posee una conformación en L, 
formando una entrada (vestíbulo primario) y una extensión de la misma en un ángulo de 90º 
(vestíbulo secundario) cuya orientación depende del anclaje a membrana. Esto podría explicar 
la escasa especificidad de sustrato. La enzima tiene un bolsillo amplio por lo que 
probablemente no existe una gran discriminación para la entrada de sustratos. Teniendo en 
cuenta la baja especificidad de sustrato y, las dificultades para modelar la estructura en la 
entrada del sitio activo y el anclaje a membrana, con este modelo no se pueden predecir las 
posibles posiciones de hidroxilación para un sustrato determinado y por lo tanto será necesario 
cristalizar el citocromo para correlacionar los aspectos estructurales y cinéticos. 
Figura D6 Predicción de la estructura tridimensional CYP103168 (A) tomando como modelo la 14α-
lanosterol desmetilasa de Saccharomyces cerevisiae (B).  
 
El perfil de productos en las biotransformaciones llevadas a cabo por C. glutamicum (pXKFAN) 
empleando los progestanos (C21) como sustrato, DOC y RSS, es semejante a los descritos 
previamente en literatura en las biotransformaciones llevadas a cabo por el hongo C. lunatus. 
 
En el caso de DOC (21OH-progesterona) se produce además otro compuesto monohidroxilado 
más polar que CORT (11β,21OH-progesterona); siguiendo exactamente el mismo perfil de 
producción que en las biotransformaciones realizadas por el hongo en el presente trabajo. Es 
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probable, teniendo en cuenta lo descrito en la bibliografía (Vitas et al., 1994; Andryushina et al., 
2013), que se trate de 14αOH-DOC; así como también es probable que se esté produciendo el 
compuesto dihidroxilado 11β,14αOH-DOC, pero que no se observe por el método 
cromatográfico empleado o por estar en muy baja proporción. 
 
En el caso de RSS (17α,21OH-progesterona) se produce casi principalmente HC 
(11β,17α,21OH-progesterona), aunque también se produce otro compuesto monohidroxilado 
más polar que HC, lo quepuede correlacionarse con lo descrito en parte de la bibliografía 
específica (Zuidweg, 1968; Kollerov et al., 2010; Andryushina et al., 2013). Si bien en otros 
artículos aparecen como resultado de la biotransformación con el hongo C. lunatus otros 
productos monohidroxilados en las posiciones 6β, 11α, 14 α y otros no identificados, en una 
proporción considerable (Lu et al., 2007); es importante destacar que en el estudio de Lu y 
colaboradores (2007) se empleó otra cepa (C. lunatus CL-144). En este sentido,  es importante 
destacar que en los distintos estudios sobre las biotransformaciones reflejados en la 
bibliografía –entre ellos algunos de los citados- se emplean multitud de cepas, distintas de  C. 
lunatus CECT2130 y C. lunatus m118, las más comunes y las empleadas en este trabajo. 
Además resulta difícil la comprobación y comparación de resultados por pertenecer a 
colecciones inaccesibles o porque en otros casos ni siquiera se hace referencia a la cepa. 
 
El perfil de productos en las biotransformaciones llevadas a cabo por C. glutamicum (pXKFAN) 
empleando el androstano (C19) AD como sustrato difiere del producido en las 
biotransformaciones llevadas a cabo por el hongo C. lunatus, donde  además de producirse 
11βOH-AD se produjo también testosterona (17αOH-4-androsten-3-ona) y los derivados 
hidroxilados de la misma. Se trata de una actividad ya descrita, tal como se ha explicado en el 
Apartado 2 de Resultados, Sección 2.1, que además resultada de gran interés industrial ya que 
se emplea para la producción de testosterona a partir de AD; por lo que la identificación del 
citocromo con actividad 11β-hidroxilasa podría tener importancia también en este tipo de 
biotransformaciones, ya que permitiría realizar mutantes dirigidos que eliminasen dicha 
actividad para la obtención de testosterona sin la acumulación de subproductos. 
 
En la escasa literatura que existe de la biotransformación de androstanos por C. lunatus se 
describe que, en general los androstanos, y en particular AD, son hidroxilados preferentemente 
en posición 14α por el hongo C. lunatus  (Shuvalova et al., 2001; Kollerov et al., 2010; 
Andryushina et al., 2013); si bien hay que tener en cuenta las siguientes consideraciones al 
analizar esta información: i) las cepas empleadas en los artículos citados son diferentes a las 
empleadas en este estudio (C. lunatus obtenida de la colección del Centro de Bioingeniería de 
la Academia Rusa de Ciencias –no se especifica cepa-, C. lunatus VKM F-644 de la Colección 
Rusa de Microorganismos y C. lunatus VKM F-981 de la Colección Rusa de Microorganismos, 
respectivamente); ii) el objetivo en dichos artículos es describir y explicar la diferencia en las 
posiciones de hidroxilación al emplear como sustratos progestanos y androstanos (Kollerov et 
al., 2010; Andryushina et al., 2013) o la producción en sí misma de 14αOH-AD, sintona de gran 
interés industrial (Shuvalova et al., 2001); iii) en todos los artículos se describe la producción de 
14αOH-AD, 11βOH-AD y otros mono y dihidroxilados, pero sólo en el trabajo de Kollerov y 
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colaboradores (2010) se describe la producción de testosterona o derivados de la misma, lo 
que puede hacer pensar que los organismos se comportan de manera muy diferente al 
empleado en este trabajo; sin embargo resulta importante destacar otro trabajo en el que se 
emplea la cepa C. lunatus m118 (ampliamente usada para la producción de 11β-hidroxilados) 
con el objetivo de producir 17α-hidroxilados (Plemenitas et al., 1987), no observándose ningún 
producto diferente a la testosterona cuando se emplea AD como sustrato de la 
biotransformación. 
 
Teniendo en cuenta todo lo anterior, se puede deducir que los productos obtenidos, así como la 
proporción de los mismos dependerían en gran medida de las condiciones en las que se 
llevase a cabo la biotransformación, la cantidad de sustrato (Andryushina et al., 2013; Kollerov 
et al., 2010), el tiempo de fermentación o el estado del micelio (Shuvalova et al., 2001), entre 
otros factores. Podría pensarse que existe otro citocromo con actividad 14α-hidroxilasa y, en 
presencia del sustrato AD, compitiese con el citocromo con actividad 11β-hidroxilasa; sin 
embargo no parece probable, ya que se observarían diferencias en la biotransformación 
llevada a cabo por el hongo en el presente trabajo.  
 
Es preciso destacar que la identificación del producto 11βOH-AD se realizó mediante 
comparación con el patrón de 11βOH-AD (Sigma) por tiempo de retención en la cromatografía, 
espectro de absorción ultravioleta, m/z del ion característico y patrón de fragmentación del ion 
característico. Teniendo en cuenta todo esto, podría tratarse de otro producto (14αOH-AD) en 
el caso de que éste: i) tuviese las mismas propiedades cromatográficas que le hiciesen coeluir 
con 11βOH-AD, si bien es cierto que la estructura tridimensional de ambas moléculas es muy 
semejante y por tanto sus propiedades cromatográficas también; ii) tuviese las mismas 
propiedades espectroscópicas por lo que tuviese el mismo espectro de absorción, lo cual sería 
posible ya que se trata de moléculas muy semejantes; iii)  tuviese la misma m/z de ion 
característico, lo cual es lógico al tratarse de un hidroxilado en otra posición, ya que tienen el 
mismo peso molecular; iv) compartiera el mismo patrón de fragmentación con los mismos iones 
y en la misma proporción, lo que podría suceder ya que el ion mayoritario de la primera 
fragmentación coincide con la m/z del AD disminuido en 18, lo que es compatible con una 
ionización del grupo alcohol y la consecuente liberación de una molécula de H20, dificultando la 
identificación. Teniendo en cuenta todo lo anterior, con la metodología empleada hasta la fecha 
resulta imposible confirmar con absoluta certeza que se trate de 11βOH-AD, requiriéndose otro 
tipo de metodologías para tal confirmación. Es necesario precisar que, de ser errada esta 
identificación, la sintona que se estaría produciendo, tanto en este caso como en las 
biotransformaciones llevadas a cabo por las cepas recombinantes de Mycobacterium a partir 
de esteroles, sería 14αOH-AD o 14αOH-ADD; que por otro lado se trata de una sintona que es 
también de gran interés industrial.  
 
2.1.1.1. OPERÓN FAN.1 
 
Tal como se ha mencionado en reiteradas ocasiones, el rendimiento en las 
biotransformaciones es muy bajo, pero debe tenerse en cuenta que el operón FAN no está 
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optimizado para la expresión y por tanto la producción de las proteínas será mínima; además el 
CYP103168 es una proteína anclada a membrana (se ha encontrado anclada en la fracción 
microsomal y contiene un dominio transmembrana), por lo que se desconoce cómo podría ser 
su comportamiento en una bacteria. Con la finalidad de solubilizar la proteína y aumentar su 
expresión se llevó a cabo un truncamiento de la región N-terminal de la proteína (Apartado 2 de 
Resultados, Sección 2.4.2.3.1), basándose en datos previos en que había resultado exitoso en 
la expresión de citocromos fúngicos en bacterias (Ichinose y  Wariishi, 2013). Tal como se 
explicó en el Apartado 2 de Resultados, Sección 2.4.2.3.2, esta aproximación no resultó 
exitosa, ya que no fue detectada actividad 11β-hidroxilasa; achacándose al truncamiento 
realizado esta falta de actividad. Sin embargo resultó sorprendente, tal como se explicó en el 
Apartado 2 de Resultados, Sección 2.4.2.3.2, la aparición de una nueva actividad que no ha 
sido detectada en ninguno de los ensayos llevados a cabo anteriormente; generándose un 
producto derivado de DOC, con alta potencialidad como compuesto de interés industrial. 
 
Como también se explicó en el Apartado 2 de Resultados, Sección 2.4.2.3.2, se descartó que 
esta nueva actividad pudiese deberse a acción de la CPR y no del conjunto CYP-CPR (en 
realidad cuando se habla del citocromo nos deberíamos referir al sistema formado por el 
conjunto CYP-CPR ya que el CYP requiere de la CPR para llevar a cabo su función), ya que al 
emplearse ésta sola no mostró actividad alguna. Podría pensarse que la CPR no es activa por 
sí misma y requiere de la estructura del CYP para realizar su función, por lo que la prueba de 
que la CRP no era la responsable de la actividad hubiera incluido el operón FAN con el 
CYP103168 inactivo, por ejemplo mediante una mutación puntual en el sitio activo, sin 
embargo las CPR resultan perfectamente activas por sí solas en los ensayos con ferricianuro 
de potasio, una de las pruebas colorimétricas más habituales para medir actividad reductasa. 
 
El compuesto encontrado poseía una m/z de 333 que se corresponde con la m/z de DOC 
incrementada en 2. Esta diferencia podría radicar en que el grupo ceto de la posición 3 pasase 
a alcohol, ya que la actividad 3-cetoesteroide reductasa está presente en los hongos, implicada 
en la síntesis del ergosterol; o más probablemente actuase sobre el grupo ceto de la posición 
20 gracias a una actividad 20 hidroxi-esteroide deshidrogenasa (aldo/ceto reductasa), 
previamente descrita en el hongo C. lunatus empleando como sustrato progesterona (nótese 
que DOC es 21OH-progesterona) (Horhold et al., 1986; Plemenitas et al; 1987) y AD 
(Shuvalova et al., 2001). También podría tratarse de una actividad 5-alfa reductasa, en el que 
se perdiera el doble enlace del anillo A, actividad descrita previamente en algunos hongos 
pertenecientes al género Penicilium (Holland et al., 1994). También ha sido descrita, en la 
fracción microsomal con actividad 11β-hidroxilasa de C. lunatus, una actividad contraria a la 
anterior, que daría lugar a la formación de un segundo enlace en el anillo A cuando se emplea 
RSS acetilado en posición 17α como sustrato, actividad que se desconoce si es reversible 
(Janig et al., 1992).  
 
Aunque estas actividades hayan sido descritas en hongos, incluso en C. lunatus, 
probablemente no son llevadas a cabo por el mismo citocromo que lleva a cabo la 11β-
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hidroxilación de esteroides; sin embargo, al delecionar el anclaje de éste a la membrana parece 
haber cambiado su actividad, quizá por modificación de la estructura de la proteína. 
 
2.2. PRODUCCIÓN DE 11βOH-SINTONAS DE ESTEROIDES A PARTIR DE MATERIAS 
PRIMAS DE BAJO COSTE: PRODUCCIÓN DE 11αOH-ADD Y 11αOH-AD 
 
Siguiendo la misma hipótesis utilizada para la producción de las sintonas 11αOH-AD y 11αOH-
ADD a partir de esteroles, ya explicada en el Apartado 1, Sección 1.1 de esta Discusión, se 
quiso realizar una prueba de concepto para estudiar si también era posible producir 11βOH-
ADD y 11βOH-AD a partir de esteroles. En principio y con los datos obtenidos expresando el 
operón FUN en M. smegmatis, resultaba lógico pensar que pudiesen producirse, quizás con 
menores rendimientos, ya que el uso de codones de los genes no era el adecuado para M. 
smegmatis ni se había modificado de manera alguna la región N-terminal de la proteína para 
mejorar la producción de la misma. 
 
La problemática de la expresión de los genes contenidos en el operón FAN era semejante a la 
ya explicada cuando se empleó el operón FUN. La expresión de los genes contenidos en el 
operón FAN (CPR64795-CYP103168, de C. lunatus) afecta el crecimiento de una manera 
semejante, aunque afectando más a la lisis celular al final de la fase exponencial. Las cepas M. 
smegmatis Δ6039 (pMVFAN) y M. smegmatis Δ6039Δ5941 (pMVFAN) presentan una tasa de 
crecimiento menor con respecto a las cepas control sin el operón (Apartado 2 de Resultados, 
Secciones 2.4.3.2.1 y 2.4.3.2.2), afectando en mayor medida a la cepa productora de 11βOH-
AD, M. smegmatis Δ6039Δ5941 (pMVFAN), al igual que ocurría con la expresión de los genes 
contenidos en el operón FUN; en este caso también podría relacionarse con una mayor 
producción de 11βOH-AD. Además es preciso destacar que la afectación es más notable 
cuando se emplean fitosteroles como sustrato. 
 
De los datos de producción pueden extraerse varias conclusiones, una de ellas es que en las 
biotransformaciones realizadas por la cepa M. smegmatis Δ6039Δ5941 (pMVFAN) se obtiene 
un 30 % más de producto 11α-hidroxilado que en las llevadas a cabo por la cepa M. smegmatis 
Δ6039 (pMVFAN), lo que podría correlacionarse con una mayor afinidad del citocromo por el 
sustrato. Resulta interesante compararlo con los resultados obtenidos empleando las cepas 
productoras de sintonas 11α-hidroxiladas, donde los rendimientos fueron un 35 % mayores en 
las biotransformaciones llevadas a cabo por la cepa M. smegmatis Δ6039 (pMVFUN) y un 13 % 
en las biotransformaciones llevadas a cabo por la cepa M. smegmatis Δ6039Δ5941 (pMVFUN). 
Nótese que la diferencia en rendimiento es mucho mayor para el caso de la producción de 
11βOH-ADD, hecho que apoya la hipótesis anterior sobre la diferente afinidad por los sustratos 
AD y ADD.  
 
Al contrario de lo que se observó en las biotransformaciones llevadas a cabo por las cepas 
productoras de sintonas 11α-hidroxiladas que expresaban el operón FUN, en las 
biotransformaciones realizadas por las cepas M. smegmatis Δ6039 (pMVFAN) y M. smegmatis 
Δ6039Δ5941 (pMVFAN) en las que se empleó FITO como sustrato, los rendimientos fueron 
Carmen Felpeto Santero 
186 
 
D
iscusión 
muy semejantes a los calculados cuando se empleó CHO como sustrato. Probablemente se 
deba a que se hayan alcanzado los valores máximos de producción de los compuestos 11β-
hidroxilados a las 72 h, aunque la conversión de FITO no haya sido total, pero si similar a la 
alcanzada por las cepas M. smegmatis Δ6039 (pMVFUN) y M. smegmatis Δ6039Δ5941 
(pMVFUN); por lo que podría suponerse que las biotransformaciones, tanto empleando CHO 
como FITO como sustrato de partida, se pararon a las 72 h, cuando aún quedaba sustrato por 
biotransformar. 
 
Resulta interesante destacar que, al igual que ocurría con los experimentos llevados a cabo 
con las cepas M. smegmatis Δ6039 (pMVFUN) y M. smegmatis Δ6039Δ5941 (pMVFUN) la 
cantidad de subproducto 1,4-HBC (en el caso de la producción de 11βOH-ADD) y 4-HBC (en el 
caso de la producción de 11βOH-AD) observados en las cepas recombinantes portadoras del 
plásmido pXKFAN, son notablemente menores que en las cepas empleadas como control y, al 
igual que los casos anteriores, este resultado no es explicable aun teniendo en cuenta que 
hayan sido hidroxilados. Probablemente esto sea debido a las mismas razones, ya que en 
ambos casos se trata de sistemas CYP-CPR, y por tanto, las especulaciones que se puedan 
hacer al respecto sean también las mismas que se han explicado anteriormente (Apartado 1 de 
Discusión; Sección 1.1).  
 
A pesar de que los rendimientos para la producción de sintonas hidroxiladas empleando la 
enzima 11β-hidroxilasa no hayan sido muy altos, son incluso mejores a los esperados y 
constituyen una prueba de que es posible producir, por primera vez, sintonas hidroxiladas 
(11βOH-AD(D) -o 14αOH-AD(D)  en caso de ser errada la identificación-) a partir de materias 
primas de bajo coste como CHO o FITO. Habiendo demostrado ya en la primera parte de este 
trabajo que además es posible realizar una serie de modificaciones en las construcciones y en 
las condiciones de trabajo, que conduzcan a mejoras en el proceso productivo, así como a un 
abaratamiento de los costes.  
 
Teniendo en cuenta los logros conseguidos en los últimos años en ingeniería genética y 
metabólica, y el incremento en el número de trabajos de mejora en la producción de esteroides, 
algunos de ellos en los biocatalizadores de las biotransformaciones entre los que se incluyen 
los obtenidos en esta Tesis Doctoral -aunque no en sí mismos revolucionarios o impactantes 
para la industria esteroidea-, hacen que sea posible prever grandes avances basados en la 
mejora de biofactorias microbianas recombinantes; ya que, si bien el camino por recorrer a este 
respecto es largo, los primeros pasos en esta dirección ya han sido dados.  
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El trabajo descrito en esta Tesis Doctoral ha dado lugar a las siguientes conclusiones 
principales: 
 
1. Se ha identificado el sistema CYP-CPR responsable de la actividad 11β-hidroxilasa de 
Cochliobolus lunatus junto con una nueva CPR no descrita previamente en C. lunatus. 
 
2. Se ha puesto de manifiesto que las corinebacterias pueden ser un chasis excelente para 
expresar sistemas CYP-CPR de hongos. Dicha prueba de concepto se ha realizado con la 
actividad 11α-hidroxilasa de Rhizopus oryzae y se ha ratificado con la actividad 11β-hidroxilasa 
de Cochliobolus lunatus. 
 
3. Se ha puesto de manifiesto que las micobacterias también pueden ser buenos chasis para 
expresar sistemas CYP-CPR de hongos utilizando para realizar esta prueba de concepto los 
sistemas CYP-CRP de R. oryzae y de C. lunatus. 
 
4. Se ha podido comprobar que en las micobacterias recombinantes portadoras de los sistemas 
CYP-CRP de los mencionados hongos es posible acoplar las actividades 11α-hidroxilasa y 
11β-hidroxilasa a la ruta de degradación de esteroles para producir de manera directa 
esteroides hidroxilados a partir de fitoesteroles o colesterol. 
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